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INTRODUCTION. GENERALITES 


aient toujours été réalisés par des microbiologistes et non.par des pro- 
tozoologistes. Cette remarque ne concerne pas, bien évidemment, les 
Thécamæbiens qui doivent être considérés à part, en raison des tech: 
niques très spécialisées qui permettent leur étude. Dans le cas des autres} 
groupes, en particulier les Amibes nues, seules les méthodes micro: 
biologiques sont applicables. A k 

Après la découverte du rôle joué par les Bactéries dans la fertilité 
des sols, les microbiologistes ont suspecté les Protozoaires phagotrophes; 
d’exercer une action nuisible en décimant les populations -bactériennes 
utiles (RUSSELL et HUTCHINSON, 1909). Paradoxalement, toutes les) 


que la présence de Protozoaires prédateurs provoquait certes une b 
du niveau des populations bactériennes, mais que l’activité glo 
de ces dernières se trouvait augmentée. Ce résultat fondamental 
encore jamais été infirmé, bien que DARBYSHIRE (1972 a et b) ait apportg 
des éléments qui autorisent le doute dans le cas de la fixation d’azoté 
pat Azotobacter. : 

Actuellement, le rôle des Protozoaires du sol est apprécié, d'une P 
en fonction de cette stimulation exercée sur la microflore, d’autre 
en fonction de leur multiplication rapide assurant une produ 
annuelle relativement élevée. Les Protozoaires représentent certes 
très faible biomasse (fig. 1) : quelques grammes de poids humid 
mètre carré. Mais le renouvellement de cette biomasse est rapide p' 
en moyenne, chaque individu se divise tous les 1-3 jours chez les Ci É 
les Flagellés et les Amibes nues (Srour et HEAL, 1967), tous les 8 JOs 
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[chez les Thécamæbiens (LOUSIER, 1974). La production annuelle cor- 
[respondante a pu être évaluée à 14-25 fois la biomasse dans le cas des 
| Thécameebiens, 50 à 300 fois la biomasse dans le cas des Flagellés et des 
f Amibes nues. La consommation annuelle de Bactéries a été estimée 
là 1-80 fois la biomasse bactérienne (Stout et HEAL, 1967). 


SOL MATIERE ORGANIQUE 


SE 


Matière organique 


morte 


+ 854 


Matière 


minérale 


93% 


Bactéries 


“——— Protozoaires 


EDAPHON 1% 


Autre faune 


Fig. 1. — Importance pondérale relative des Protozoaires du sol 
(d’après Bessarp, 1961). 


L'importance des Protozoaires du sol dans l'écosystème doit être 
évaluée en fonction de la part qu’ils prennent aux phénomènes de 
décomposition de la matière organique (organes végétaux morts, 
déjections et cadavres animaux) et à la libération de substances ~utili- 
sables par les végétaux. Si les indices en faveur d’une intervention 
directe dans ces processus sont rares, l’action indirecte sur les décom- 
poseurs primaires (Bactéries, Champignons) paraît certaine. En milieu 
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aquatique, l’étude de ce problème a toujours révélé la plus grande e= 
cacité des populations bactériennes en présence de Protozoaires 
(JoHANNEs, 1965; BARSDATE et coll., 1974). Un phénomène de stimu- 
lation identique a pu être mis en évidence dans le sol à propos des 
transformations du phosphore (Core et coll., 1978), de l’azote (CAL- 
VANI et coll., 1979) et du carbone (COLEMAN et coll., 1978). 

Ainsi, les informations sur les relations Protozoaires-Bactéries sont- 
elles relativement nombreuses grâce à des études menées parallèlement 
en milieu aquatique et en milieu endogé. Par contre, les relations Pro- 
tozoaires-Champignons n’ont fait l’objet que d'un nombre très limité de 
travaux bien que la mycophagie de certains Protozoaires soit connue 
depuis longtemps (COMANDON et DE FONBRUNE, 1936; DRESCHLER, 1936, 
1937). En fait, ce sont les mycologues et les phytopathologistes qui ont 
récemment découvert le rôle joué par les Protozoaires dans la lyse des 
organes fongiques (= propagules). Ces recherches sont obligatoirement 
effectuées dans le sol : elles illustrent donc bien les problèmes posés 
par les investigations dans un milieu lacunaire et les méthodes utilisées 
pour essayer de les résoudre. 

Le milieu sol possède des propriétés qui imposent des conditions! 
de vie très particulières aux Protozoaires et qui limitent considérablemcnt 
les possibilités d'observation ou d'expérimentation. C'est, en effet, un! 
milieu /acunaire complexe formé par la dégradation de la roche mère, 
sous l’action de facteurs météorologiques et biologiques. Il est constitué: 
de trois phases : la phase solide est formée de particules minérales ou? 
organiques entre lesquelles se trouvent des lacunes occupées par lai 
phase liquide ou par la phase gazeuse. L’abondance relative de ces: 
lacunes ou pores est une caractéristique très importante : la porosité. 

Le sol est un milieu opaque où il est extrêmement difficile de repérer} 
les microorganismes. C’est aussi un milieu cloisonné, éminemment 4 
hétérogène et ce dans toutes ses propriétés. C’est pourquoi les investis 
gations sont si difficiles qu'il s’agisse de dénombrement des populations 
(voir II), d'expérimentations (voir III et IV) ou d’observations directes, 
(voir IV). # 

La feneur en eau du sol subit de très importantes variations liées aux 
facteurs météorologiques : elle a une influence considérable sur le 
plan biologique et aussi sur le plan de la structure du sol lui-mêm 

Pour mener une vie active dans le sol, les Protozoaires doivent Y 
trouver des conditions compatibles avec leurs besoins fondamentaux 
Or, ce sont des organismes aquatiques dont les activités vitales. et A 
particulier la locomotion, sont liées à la présence d’eau. De plus, 
sont, pour la plupart phagotrophes : ils doivent donc se déplacer pow 
rechercher leurs proies qui sont vraisemblablement très dispersé 
puisque Gray et coll. (1968) admettent que moins de 1 pour 1.000 
la surface disponible au niveau de la paroi des pores est colonisé paf 2 
Bactéries. Les Protozoaires ne pourront donc se multiplier que “23 
un réseau de lacunes occupées par leau et suffisamment spacieusz 
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Porosité et eau apparaissent ainsi comme des facteurs limitants de l’espace 
viral des Protozoaires : nous leur consacrons le premier exposé. 

Dans cette série de six exposés consacrés aux Protozoaires du sol, 
nous mettons Paccent, d’une part, sur les difficultés méthodologiques 
de l'étude de ces microorganismes et, d’autre part, sur des aspects peu 
connus de leur activité. 

- Le premier exposé est réservé aux principales propriétés physiques 
‘du milieu-sol. Dans le deuxième, seront évoqués les problèmes de Pesti- 
mation quantitative des populations de Protozoaires dans les sols 
en place. Le troisième considère l'apport des méthodes expérimentales 
tilisées dans Pétude des Champignons phytopathogènes telluriques. 
s quatrième et cinquième mentionnent le rôle de certains Protozoaires 
dans les processus de biodégradation tels que le révèlent des méthodes 
d'investigation spécialisées (piégeage, observation du sol et des litiéres 
en place à Paide des microscopes électroniques). 

| Le sixième montre l’impact considérable des techniques de détection 
sur la nature des Amibes mycophages repérées dans le sol : tandis 
que les chercheurs français isolent Thecamoeba granifera et Cashiamycophaga 
(PussarD et coll., 1979 et 1980), OLD et son équipe qui utilisent des 
conditions de mise en évidence totalement différentes, détectent la 
présence d’Amibes appartenant à des groupes très éloignés sur le plan 
taxinomique (Arachnula, Vampyrella, Theratromyxa, Mayorella). 


I. — POROSITE ET EAU DU SOL 


1. POROSITÉ 


1° Définition. 


La porosité globale d’un sol (P) est le rapport du volume des espaces 
vides au volume total de sol. En règle générale, la porosité est exprimée 
Ven pourcentage. 

Si Vv est le volume des espaces vides contenus dans un volume V 


de sol, nous avons donc : P =V 100 (1). 
On peut aussi exprimer P en fonction de la densité apparente Da 
et de la densité réelle Ds du sol : P = — Da 100 (2). 
20 Mesure. 


La méthode de mesure la plus courante consiste à appliquer cette formule (2). 
Pour cela, il faut mesurer Da : une certaine quantité de terre est prélevée, séchée 
et pesée, d’où le poids p; le volume de l’excavation créée par le prélèvement est 
mssuré à l’aide du densitomètre à membrane, d’où le volume V. Nous avons donc 
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Da = e Il reste donc pour appliquer la formule (2), soit à prendre Ds = 2,6 (approxi- 


mation souvent suffisante), soit à mesurer Ds, sachant que Ds = a + Vs, volume 


Vi 
occupé par la phase solide du sol, est alors mesuré à l’aide d'un pycnométre. 


Le porosimètre à mercure permet une mesure directe et précise de la porosité, 
Mais cet appareil est peu répandu et sa mise en œuvre est délicate. 

La porosité des sols est généralement comprise entre 40 et 70 pour 100 : on peut 
donc considérer que la moitié du volume d’un sol correspond à des espaces vides 
sous forme de pores anastomosés. Une telle porosité implique une grande surface 
de contact de la phase solide avec les phases liquide et gazeuse : CUTLER l’a es<!-xée 
à 2500 cm? par gramme de terre. 


3° Nature de la porosité. 


La porosité est une conséquence du mode d’architecture du sol. Cela nous conduit 


à définir rapidement les notions de texture et de structure d’un sol. Éi 


a) La texture est la composition granulométrique du sol. Les particules élémentaires} 
qui le constituent sont classées en quatre catégories d’après leur diamètre : sables! 
grossiers, 200 à 2 000 um; sables fins, jo à 200 um; limons, 2 à Zo um; colloides 
minéraux < 2 um. t 

Les trois premières catégories représentent les éléments squelettiques d 
la dernière est une fraction colloïdale, constituée essentiellement d'argiles min 
logiques, qui, avec l’humus, joue un rôle capital dans l’agrégation des parti 
squelettiques. La texture d’un sol est traduite par le pourcentage de particules del 
chaque catégorie. Suivant la prépondérance de telle ou telle de ces catégories, on} 
distingue les sols sableux, les sols argilo-limoneux, les sols argileux, etc. z 

b) La structure d’un sol est le mode de groupement (ou d’agrégation) des particules} 
squelettiques sous l’effet des colloides du sol (argiles, humus). Ces derniers portenë 
des charges électriques : ils peuvent donc se présenter à l’état floculé ou à l’ét 
dispersé suivant que leurs charges sont ou non neutralisées. C'est à l’état flo 
que les colloides cimentent les particules en agrégats qui demeurent stables lorsqu'ils 
sont mis en suspension dans l’eau : la structure est dite fragmentaire (terre grumelel 
Lorsque les colloides sont dispersés, la structure est dite particulaire : le soi est al : 
dépourvu d’agrégats. La structure d’un sol est une caractéristique susceptible, se 
varier en fonction de facteurs naturels ou artificiels (sols de culture). 

Les pédologues utilisent la mesure de la porosité d’un sol pour apprécier 1S 
de sa structure : cela montre bien la liaison qui existe entre ces deux caractéristique 
du sol. La porosité globale peut étre subdivisée en : 5 

porosité interne à l’agrégat (porosité intrapédique) et porosité entre les agi 
(porosité interpédique). 

C'est vraisemblablement la porosité entre agrégats qui constitue lessen 
l’espace vital des Protozoaires. Il est tout à fait évident que la porosité, co! 
structure, est une caractéristique changeante du sol : c’est ainsi qu’elle varis en, 
tion des alternances d’humidification et de dessiccation subies par le <=: 


El 


4° Influence de la porosité sur les microorganismes. 


Pour étudier le comportement des microorganismes en foncé 
de la porosité, il est particulièrement commode d’utiliser un empil E 
de particules identiques naturelles (sable) ou artificielles (bille de YS 
La porosité de tels systèmes monoparticulaires a été étudiće en 19 
de la taille et de la forme des particules (HENIN, 1976). Ainsi, lo 
utilise des sphérules, les vides obtenus sont équivalents pat la à 
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de leur paroi à des pores cylindriques qui auraient un diamètre approxi- 
mativement égal à celui des particules elles-mêmes. 

Dans la pratique, on peut séparer par tamisage les fractions granulo- 
pee d’un sol et expérimenter sur chacune d’elles (LosINA-LosiN- 
‘sey et MARTINOV, 1930) ou bien utiliser des billes de verre comme 
[Danso et coll. (1975). 

Ces derniers auteurs ont étudié l’influence de la potosité sur la crois- 
sarce de deux Amibes (Hartmannella sp. et Naegleria sp.) en cultures 
pures-mixtes avec une Bactérie du genre Rhizobium. Les billes de verre 
utilisées avaient les diamètres suivants : 600, 300, 100 et 50 um. La 
suspension de Bactéries ensemencées avec les Amibes était versée sur 
les billes en quantité suffisante pour emplir tous les vides. Par compa- 
raison avec une culture normale en milieu liquide libre, ces auteurs 
ont constaté qu’en milieu lacunaire, la vitesse de multiplication des 
f [Amibes diminuait ainsi que la densité finale des populations : la dimi- 
[nation était d'autant plus grande que les billes étaient plus petites. 
‘La critique de cette expérience est aisée : DANso et coll. n’ont pas précisé 
[que lle variante de la méthode de numération par suspension-dilution 
lils ‘ont utilisée dans un cas aussi particulier. Les Amibes' devaient, 
¡en effet, être fixées à la surface des billes en nombre d’autant plus grand 
¡que la surface disponible était plus importante, ce qui était réalisé avec 
¡les billes les plus petites. 
| En outre, les interstices les plus étroits étaient équivalents à des 
‘capillaires de 50 um de diamètre en fonction de la relation signalée pré- 
‘cédemment : ils n'étaient donc guére susceptibles d’entraver les dépla- 
{cements des Amibes. Dans un tel système lacunaire inondé, la principale 
¡dificulté rencontrée par l’expérimentateur est d’assurer une teneur 
sufisante en oxygène. 

Dans les dispositifs précédents, la porosité est constituée dé cavités 
lidentiques. Dans un sol, il en va tout autrement puisque la forme des 
[pores est extraordinairement variée. L’espace disponible pour les 
'Protozoaires ne peut être véritablement évalué que si l’on connaît 
¡la distribution des pores par classes diamétrales et les classes de pores 
qui sont pleins d’eau lorsque le sol se trouve 4 une humidité donnée. 
Dans le paragraphe suivant, nous montrerons que les courbes caracté- 
tistiques d’humidité apportent de précieuses informations à ce sujet. 


2. EAU DU SOL 


19 Diverses formes d’eau. 
Suivant son degré de disponibilité pour les végétaux, l’eau du sol 
est répartie en quatre catégories : 


2) Peau d'hygroscopicité qui est fortement adsorbée à la surface des 
Pe-ticules : elle n’a aucun intérêt biologique direct; 
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b) Leau capillaire non absorbable qui se localise dans les pores les pi: 
fins d’un diamètre inférieur ou égal à 0,2 um : elle est si fortement retenue 
par le sol qu’elle ne peut être extraite par les racines des végétaux; 
comme la précédente, cette forme d’eau n’a aucun intérêt pour les Pro- 
tozoaires ; 


c) Peau capillaire absorbable pat les racines qui occupe des pores plus 
gros (0,2-8 um); 

d) l’eau de gravité qui est si faiblement retenue qu’elle s’écoule sponta- 
nément hors du sol sous l’effet de son poids; elle est située dans les pore 
les plus gros. 


Ce sont les deux dernières formes d’eau qui permettent aux Protozoaites 
de mener une vie active. 


2° Caractérisation empirique de l'humidité d’un sol. 


Pour définir l’humidité d’un sol, le plus simple consiste à déterminer! 
sa feneur en eau, obtenue par différence de pesées effectuées avant et après. 
dessiccation à Vétuve (24 heures à 1050 C) : le résultat est exprimé en 
pourcentage d’eau par rapport au poids de terre sèche. Si cette teneur! 
en eau est facile à établir, elle ne permet malheureusement pas de juger! 
de l’état hydrique du sol sur le plan biologique : cette affirmation se 
justifiera dans la suite de cet exposé. 3 


On a donc cherché à définir de meilleurs repères : aucun n'est véritablement! 
satisfaisant, mais leur emploi fréquent dans la pratique oblige à les citer. 


La capacité de rétention représente la quantité d’eau retenue par un sol préalablement 
saturé lorsqu'il a perdu toute son eau de gravité : le délai de ressuyage est variable, + 
il peut atteindre 10 A 15 jours. La capacité au champ correspond à un délai £xé ài 
48 heures. i 


L’humidité équivalente est la quantité d’eau retenue par un sol préalablement sa 
puis soumis à une centrifugation standardisée (en général, 1.000 grammes pend 
30 minutes) pour éliminer la fraction la plus mobile de l’eau. 


Le point de flétrissement permanent (pfp) est la quantité d’eau qui correspond à H 
limite inférieure de l’eau capillaire absorbable par les racines : les plantes flétrissen£ 
alors irréversiblement. Cest cette teneur en eau, relativement indépendante de 4 


que le pfp est atteint pour une humidité de 50 pour 1 100 dans un sol tourbeux et pow 
une humidité de 1,5 pour 100 dans un sol sableux : cette comparaison montre le pe 
de signification biologique du pourcentage d’humidité en absence de renseignemeny 
sur la nature du sol. Puisque la détermination directe du pfp à l’aide d'une p! 
mest guère commode, on applique de préférence une des relations suivantes 
pfp = 0,54 X humidité équivalente, pfp = 1,5 x hygroscopicité. L'hygroscopi 
est la quantité d’eau fixée par le sol sec placé en atmosphère saturée en Y 
d’eau. 


Les repères empiriques qui viennent d’être cités ont divers inconvénients * 
particulier, ils ne fournissent pratiquement aucune information sur la distribu > 
de l’eau dans le réseau de capillaires du sol. C’est pourquoi on tend à leur substi - 
la notion de potentiel hydrique. 3 
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3° Potentiel hydrique et potentiel capillaire. 


1) Définition. — Pour extraire l’eau d’un sol, il faut fournir de l’énergie. 
Cette eau possède donc, par rapport à l’eau libre, une énergie potentielle 
de rétention liée à l’existence de diverses forces : forces de gravitation, 
forces osmotiques et forces matricielles. Ces dernières se subdivisent en 
forces d'attraction par la surface des particules (hygroscopicité) et en 
for=es capillaires qui correspondent au phénomène de ménisque dans Jes 
es du sol. 


L'énergie potentielle totale de l’eau du sol est le potentiel hydrique appelé parfois 
sion de l’eau ou succion du sol. Il représente la somme de différents potentiels 
qui correspondent aux types de force énumérés précédemment. Nous négligerons 
Je potentiel gravitationnel ou newtonien et le potentiel osmotique; ainsi réduit, 
potentiel hydrique comprend deux composantes, celle liée à l’hygroscopicité 
(valeurs très élevées) et celle liée aux forces capillaires (valeurs faibles et moyennes); 
dans ce qui suit, nous ne considérerons que le potentiel capillaire. Ce dernier, comme 
Je potentiel hydrique, est équivalent à un travail par unité de volume d’eau; donc, à 
e pression et pour cette raison, il est souvent évalué en bars (1 bar = 1 méga. 
barye). Le potentiel capillaire doit, en toute rigueur, être Considéré comme négatif : 
pour éviter les complications inhérentes au maniement d’une variable négative, 

ous conviendrons d’utiliser dans cet exposé la valeur absolue du potentiel capillaire. 

Le potentiel capillaire peut enfin être exprimé non plus en unité de pression, mais 
en hauteur 4 d’une colonne d’eau (mesurée en centimètres) qui exercerait la même 
{pression ou bien encore, pour bénéficier de l’avantage de la transformation logarith- 
[mique, par le logarithme de cette hauteur : la variable correspondante est désignée 
[par le symbole pF (pF = log 4). 

Comme les auteurs évaluent le potentiel capillaire tantôt en bars, tantôt en pF, 
il est nécessaire de connaître la correspondance entre les deux systèmes (tabl. I) : 

¡elle est fondée sur le fait qu’un bar est la pression exercée par une colonne d’eau de 
[ro-2 centimètres de hauteur. 

Chacun des repères définis dans le paragraphe précédent se situe avec plus ou moins 
de précision dans l’échelle des potentiels capillaires. C’est ainsi que nous avons : 
+ point de flétrissement permanent, 15 bars (pF 4,2); . humidité équivalente, 0,33 bar 
(pF 2,5); . capacité de rétention, 0,1 à 1 bar (pF 2-3), suivant les sols. 


TABLEAU I 


| Potentiel capillaire. Correspondance approchée entre mesure en bars, mesure en pF 
et diamètre des pores du sol en wm. 


Niki Bars | 0,001 0,31 0,03 Ot 0,3 0,5 1 G5 34 10 15 100 


capillaire 
Pr o 1 155 2 us 27 3 312 35 a 4,2 5,0 


100 30 10 6,3 3 2 1 0,3 0,2 


2) Mesure du potentiel capillaire. — Le potentiel capillaire est assez rarement pris 
en considération dans les expérimentations en raison des difficultés que présentent, 
da: 3 la pratique, sa mesure et son contrôle. 
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La mesure peut être effectuée à l’aide du psychromètre à thermocouple d 
le principe est fondé sur l’effet Peltier. Cet appareil n'existe que dans de rares labo- 
ratoires spécialisés. 

Plus intéressantes sur le plan pratique sont les techniques qui permettent d'établir 
un potentiel capillaire donné dans un échantillon de sol. Pour les valeurs inférieures 
à o,1 bar (pF 2), il convient d’utiliser le fensiomètre ou entonnoir à dépression 
(WALLACE, 1954; Rose, 1966) : la terre saturée d’eau est placée dans un entonnoir 
en verre fritté dont la tige est reliée à une colonne d’eau grâce à laquelle il est possible 
de soumettre la terre à la dépression voulue. 

Pour les valeurs supérieures à 0,1 bar (pF 2), cette technique ne convient plus. 
Il est alors préférable d'utiliser le dispositif préconisé par DE GUIRAN et 
DEMEURE (1978). La méthode est fondée sur légalité, à l’équilibre, entre le pote:ciel 
capillaire d’une terre et la pression osmotique d’une solution, lorsque terre et solution 
sont mises en contact par l’intermédiaire d’une membrane semi-perméable. Le 
lot de terre est déposé dans un sac de cellophane ou dans un boyau en fibres animales; 
Pensemble est ensuite plongé dans une solution de polyéthylèneglycol de poids 
moléculaire égal à 20.000 : la concentration de cette solution est calculée de manière 
à créer un potentiel osmotique égal au potentiel capillaire désiré. Ces deux techniques 
conviennent mieux aux sols argileux qu’aux sols sableux. 

Il existe d’autres techniques de détermination du potentiel capillaire (chambres 
à pression, papier Whatman). 1 


3) Courbes caractéristiques d'humidité. — Pendant la dessiccation (ou |’ 
cation) progressive d’un sol ou d’un lot de terre nous pouvons mesurer simultané- | 
ment le potentiel capillaire et la teneur en eau : ces données permettent de construire | 
la courbe des variations du potentiel en fonction de l’humidité (fig. 2). En fait, nous! 
obtenons non pas une courbe, mais deux courbes : l’une correspond au processus 
de dessiccation, l’autre au processus d’humidification. Ce phénomène d'hystérésis? 
montre que dans un même sol, une valeur du potentiel capillaire correspond en fai 
à deux teneurs en eau différentes suivant que le sol se dessèche ou s'humidifie. Inver- 
sement, à une même teneur en eau correspondent deux valeurs du potentiel. ns 
. Les courbes caractéristiques de sols différents sont enfin plus ou moins décalées 
en fonction de la texture (fig. 2). 

Pour le protistologue, l'intérét des courbes caractéristiques d'humidité réside dans 
les informations qu’elles fournissent sur le diamètre des pores emplis d’ea et sug 
l’abondance relative de ces pores (GRIFFIN, 1963 et 1972). Il faut pour cela compa 
le potentiel capillaire du sol à la succion exercée par un tube capillaire en applig 
la formule de JuriN qui établit une relation entre la hauteur de l’eau (4) dans le tube 


et le diamètre D de ce tube : $ = 2 X oS 

A chaque valeur du potentiel capillaire 4, cette formule fait correspondre un dH 
mètre de la section des pores où les ménisques eau-air se fixent à Péqu 
(voir tabl. I). Il importe de bien comprendre la signification du diamètre ainsi obi 
en considérant la forme extrémement irrégulière des canalicules du sol (fi 
S'il est légitime de supposer que tous les pores d’un diamètre inférieur sont pics 
d’eau, il faut bien admettre que certaines portions plus larges peuvent en cont 
également : il suffit pour cela que tous leurs accès soient commandés par des 
cissements de la taille considérée. Ainsi se précise la notion de c/eisonnement du M 
où évoluent les microorganismes. 

L'examen des courbes de la fig. 2 révèle, enfin, que pour une même teneur Cn 
les ménisques se stabilisent dans des sections de diamètre différent suivant que 
est en voie de dessiccation ou d’humidification. Dans le premier cas, à Pég 
ils sont situés au niveau de rétrécissements, dans le second cas, au contraites © 
des parties élargies des pores. Comme ce sont les rétrécissements qui limite 
dispersion, donc la croissance des populations de Protozoaires, il est preci 
d’utiliser la courbe de dessiccation pour évaluer le diamètre des pores. 
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Fig. 2. — Courbes caractéristiques d’humidité «d'un sol argilo-limoneux 
et d’un sol sableux (d’après Ducnaurour, 1065 et GRIFFIN, 1972). 
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Un autre intérêt des courbes caractéristiques d'humidité réside dans les informations 
qu -lles donnent sur la porosité du sol. En effet, la pente de ces courbes est, en chaque 
po nt, égale à la limite du rapport : 


dome 


A (potentiel capillaire) 
A (teneur en eau) 


Lorsque cette pente est faible, cela signifie donc qu’en ce point le potentiel capillaire 
est peu modifié par une grande variation de teneur en eau, c’est-à-dire par une grande 
variation du volume d’eau retenue : les portions de pores dont le diamètre correspond 
au potentiel capillaire considéré sont donc relativement nombreuses. Si, par contre, 
la pente de la courbe est forte, on peut en déduire que les portions de pores du dia- 
mètre correspondant représentent un volume assez faible. Ainsi, pour un sol donné 
en voie de dessiccation, le point d’inflexion de la courbe indique le diamètre des 
rétcécissements les plus nombreux : cette information est précieuse pour apprécier 
non seulement le volume de l’espace habitable par les Protozoaires, mais aussi et 
surtout son degré de cloisonnement, valable même lorsque le sol est saturé d’eau. 
Il apparaît également que suivant leur texture, les sols diffèrent considérablement 
sur le plan de la porosité : un sol sableux possède un maximum de pores larges, 
pleins d’eau même pour une faible humidité, tandis qu’un sol argilo-limoneux a 
surtout des pores fins occupés par l’eau seulement lorsque l’humidité est grande 
(fig. 2). 

Les considérations précédentes montrent la valeur des courbes caractéristiques 
d'humidité. Malheureusement, elles sont assez difficiles à établir et leur validité est 
ca luque lorsque la structure du sol est modifiée, par exemple du fait des manipula- 
ticas subies. 
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h 2100 cm 
(01 bar ou pF2) 
D=30 pm 
CY: - 
PARTS 
h 2200 cm 
10,2 bar ou pF2,3) 
D=15 pm 
100 pm 
Fig. 3 — Modification de la distribution de l’eau dans les pores d’un sol 


soumis à une succion variant de 100 centimètres à 200 centimètres (d’après 
GRIFFIN, 1972). È 


4) Application des résultats.précédents aux Protozoaires et à leurs proies. 
a) En fonction de ce qui précède, il est possible de prévoir sur le p 
théorique un seuil d'humidité compatible avec l’activité des Protozoaire 
il suffit pour cela de déterminer le diamètre minimum d’un pore que peut 
franchir un Protozoaire. De toute évidence, ce paramètre varie suivan 
le type de Protozoaire. Comme nous voulons établir une limite inférieu 
nous choisirons le cas des Amibes nues et de certains Flagellés qui soñ 
les plus performants grâce à leur amoeboisme : ils sont capables 
franchir des orifices de 2 um de diamètre, ce qui est effectivement réa Lis 
lors du dékystement chez Acanthamoeba ou Naegleria. Or, dans un sol 
les pores de 2 um de diamètre sont occupés par l’eau à des potentich 
capillaires égaux ou inférieurs à 1,5 bar (pF 3,2). L'examen de la figs 
montte que, dans un sol sableux, la plupart des pores ont un diame 
supérieur à 2 ym, ce qui n’est pas le cas d'un sol argilo-limoneux 
dernier offre donc aux Protozoaires un espace vital réduit. 

En fait, il faut s’attendre à ce que la valeur limite du potentiel capia 
soit encore plus basse si l’on tient compte de la nécessité d’une cetti 
continuité entre les espaces pleins d’eau (GRIFFIN, 1972) : cette nod 
est extrêmement importante dans le cas des Protozozires puisdi 
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ient à admettre qu’ils doivent disposer d'un nombre de proies 
ffisant. 

Jusqu'ici, nous avons supposé que seul un volume d’eau proportionné 
u volume corporel permettait au Protozoaire de se déplacer. Il pourrait 
ne pas en être toujours ainsi puisque les Amibes nues sont capables 
de se mouvoir sur des plaques de milieux gélosés bien ressuyées alors 
e l'épaisseur du film d’eau est extrêmement mince (GRIFFIN, 1972). 
Ce: Protozoaires pourraient donc coloniser les parois humides de pores 
vahis par la phase gazeuse et ainsi subsister à des potentiels capillaires 
lus élevés. 

Quoi qu’il en soit, l’activité des Protozoaires devrait diminuer assez 
ement dès que l’humidité du sol devient inférieure à la capacité de 
tention. Or, un tel état hydrique est assez souvent réalisé dans la 
ture, ce qui justifie la notion d'activité discontinue des Protozoaires 
dans le sol et l'importance des stades de résistance à la dessiccation dans la 


b) Il est intéressant de comparer les exigences hydriques des Pro- 
tozoaires à celles de leurs proies. 

Il importe tout d’abord de souligner que les “Bactéries et les Cham- 
ignons ont vis-à-vis du facteur eau un comportement opposé : ce fait 
pparaît très clairement à Pexamen d’un graphique (fig. 4) emprunté 
KANAUJIA (1977). En général, les Bactéries ont une activité très réduite 
dès que le potentiel capillaire dépasse 5 bars (pF 3,7). Par contre, les 
Champignons sont encore capables de croissance au-dessus de 80 bars 
(pF 4,9), c’est-à-dire au-dessus du point de flétrissement permanent : 
ce sont les seuls représentants de la microflore à demeurer actifs dans 
de :elles conditions (DOMMERGUES, 1962). Deux faits permettent d’expli- 
quer la très faible activité des Champignons dans les sols très humides : 
en premier lieu, la diminution de la teneur en oxygène leur est très pré- 
judiciable; en second lieu, il a été démontré que les Bactéries qui pro- 
lifèrent sont capables de provoquer la lyse fongique au stade mycélien. 
De ce qui précède, il ressort que les Protozoaires ont à peu près les 
| mêmes exigences hydriques que les Bactéries; en revanche, les Cham- 

pignons sont surtout actifs lorsque les Protozoaires entrent en vie 

ralentie. Cette constatation pourrait expliquer la relative pauvreté 

de- sols en Amibes mycophages (voir III). 


49 Résultats expérimentaux 
relatifs aux besoins en eau des Protozoaires. 


La notion de potentiel capillaire a très rarement été utilisée en pro- 

| tozoologie du sol : quatre publications seulement en tiennent compte. 
DARBYSHIRE (1973, 1976) a étudié la croissance de Colpoda steini 

| aux dépens d’ Azotobacter chroococcum dans une terre préalablement traitée 
par les rayons gamma. Lorsque le potentiel capillaire de cette terre est 
fix- à 0,5 bar (fF 2,7), les Ciliés ensemencés décroissent en nombre. 
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Fig. 4. — Comparaison des densités de population des Champignons et 
Bactéries d'un même sol en fonction de la teneur en eau (d’après K4 
JIA, 1977). 


Par contre, ils se multiplient à des potentiels égaux ou infériew! 
0,1 bar (pF 2). Cette valeur limite correspond à la position des ménis 
eau-air dans des pores de 30 um de diamètre, alors que les dimes 
moyennes de C. steini sont 30 X 19 X 10 um. VoLz (1972) a ODS 
dans les litières que les Ciliés n’entraient en activité que lors! i 
débris végétaux étaient entourés d'un film d’eau d'une épaisseus 
40 à 50 um. 
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POT 


BAND et Nou UMECHE (1976) ont expérimenté sur une terre sableuse 
en observant le comportement des Amibes qui s’y trouvaient naturel- 
lement. À un potentiel capillaire de 1 bar (pF 3), des Amibes étaient sous 
forme de trophozoites mais ne se multipliaient pas. A partir de 0,5 bar 
(pF 2,7), ces auteurs sont parvenus à déceler une certaine croissance 

ui s'intensifiait progressivement à 0,3 bar (PF 2,5) et à 0,1 bar (pF 2). 
Esos en diamétre de pores, ces résultats montrent que les Amibes 


$ 


sort capables de se multiplier lorsque les pores ennoyés mesurent 6 um; 
dans des pores de 3 um, par contre, aucune multiplication ne se produit, 
eut-être en raison d’un cloisonnement trop grand de leur espace vital. 
+ ANDERSON et coll. (1978) ont enregistré la très nette activité d’ Acantha- 
moeba sp. dans des « microcosmes » constitués par des lots de terre 
dont le pF oscillait entre 3,9 et 2,5. Si nous comparons les résultats 
[obtenus par ces auteurs, il apparaît que les Amibes parviennent effec- 
[tivement à se multiplier dans des conditions hydriques où C. steini 
[ne peut survivre : pourtant ce Cilié, très commun dans les sols, paraît 
Féts> une des espèces du groupe les mieux adaptées à ce milieu. 
| Dans l’ensemble, les autres références bibliographiques définissent 
l'humidité utilisée dans les expérimentations’ soit en pourcentage du 
poids de sol sec, soit en pourcentage de la capacité de rétention. 
CUTLER (1920) signale 90 pour 100 de formes actives parmi les Pro- 
Ftozoaires d’une terre qui ne contenait pas plus de 3,08 pour 100 d'humi- 
| dité. Plus récemment, ELLIOTT et COLEMAN (1977) observent 95 pour 100 
de Protozoaires actifs quel que soit le pourcentage d’humidité parfois 
légal à 3 pour 100 dans le sol d’une prairie du Colorado. CUTLER et 
Dixon (1927) admettent que pour des humidités inférieures à 50 pour 100 
de la capacité de rétention, la croissance de la plupart des Protozoaires 
diminue nettement. Seul Cercomonas crassicauda serait capable de se 
‘multiplier lorsque l’humidité est égale à 17 pour 100 de la capacité de 
rétention. 

Ces divers résultats tendent à prouver que l’activité des Protozoaires 
‘pourrait subsister à de très faibles humidités. Toutefois, les auteurs de 
ces travaux ont tous utilisé la même technique d’évaluation du degré 
d'activité des populations : or, cette technique préconisée successive- 
ment par CUTLER (1920) et SINGH (1946) ne peut être admise sans réserve. 
T: 2s schématiquement, elle consiste à faire la différence des résultats 
de deux numérations effectuées avant et après traitement de la terre 
par une solution d’acide chlorhydrique à 2 pour 100 pendant 12 heures. 
Il est très vraisemblable que ce traitement qui est supposé tuer unique- 
ment les trophozoites, détruit également une forte proportion de kystes, 
d’où la surestimation du nombre de formes actives. Cela expliquerait 
également la prétendue indépendance du pourcentage des « formes 
actives » vis-à-vis de l’humidité rapportée par certains auteurs (ELLIOTT 
et COLEMAN, 1977). 

La porosité et la disponibilité en eau apparaissent comme des facteurs 
li aitants de l’activité des Protozoaires dans le sol. En fait, bien d’autres 
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propriétés de ce milieu jouent un rôle très important : la pression osmo- 
tique et la composition ionique de la solution du sol, le pH, la tempé- 
rature, l’oxygénation et le potentiel d'oxydoréduction, la nature de la 
matiére organique et le rapport C/N. En outre, des facteurs biotiques 
complexes interviennent soit par apports nutritifs (comestibilité de la 
microflore, exsudats racinaires), soit par action antagoniste (microflore), 
soit par prédation (Champignons, Nématodes, Vers de terre, etc.) 
ou parasitisme (Bactéries, Virus). 

Pour analyser la complexité de ces mécanismes, encore faut-il disposer 
de moyens d'investigation appropriés : certaines techniques peuvent 
étre empruntées à la bactériologie, à la mycologie ou à la nématologie, 
d'autres doivent étre créées pour tenir compte des particularités inhé- 
rentes à chaque groupe de Protozoaires : le cas des Thécamæbiens est 
exemplaire à cet égard. 


Il. — ESTIMATION QUANTITATIVE 
DE LA DENSITE DES PROTOZOAIRES 
DANS LES SOLS EN PLACE 
3 

De nombreuses techniques ont été proposées pour estimer la densité 
des Protozoaires dans le sol. Elles ont fait l’objet de beaucoup de dis- 
cussions et critiques et il n'est pas dans notre propos d'en refaire lhis- 
torique (PussARD, 1967, 1971) mais d'énoncer quelques principes fon- 
damentaux qui doivent présider à leur choix tant pour l’échantillonnage 
que pour le dénombrement.des individus. Les Protozoaires présentent, 
un certain nombre de caractéristiques dont il faut tenir compte dam 
ces moyens d'investigations et qui les différencient des autres group 
animaux à savoir, par exemple, la taille, la durée des générations, 
faculté de s’enkyster. 4 

On peut se demander ce que représente, pour les Protozoaires, C 
notion de densité, car ce sont des animaux ayant un grand poten 
reproducteur et dont les réponses aux variations des conditions de vig 
peuvent être très rapides et prendre des formes variées : reproductiol 
enkystement de résistance, mortalité. Étant donné la présence conjoints 
des trophozoites et des kystes, la question se pose de savoir !aqu ie 
de ces deux formes doit servir pour le dénombrement et ce qu’elles Sig 
fient dans l'écosystème. De prime abord, on serait tenté de dire q% 
seuls les trophozoites, individus actifs et exerçant une fonction su£áz 
milieu et les autres organismes vivants soit par la prédation, soit 
tout autre effet inhérent à leur activité vitale, devraient entrer en 48 
de compte dans le calcul de la densité; les kystes étant en phase de rep 
n’agissent pas sur l'écosystéme et ne devraient pas figurer dans le & 
de la densité. Cependant, la quantité des trophozoites est extrême 
variable et dans les groupes où la reproduction est la plus rapides 
nombre peut varier considérablement d’un moment à l’autre es SP 


E 
on 
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à un événement local temporaire. On imagine donc la difficulté d’arriver 
à une estimation de leur densité qui aurait une signification réelle, 
D'autre part, les kystes, s’ils ne sont pas actifs à instant du prélèvement, 
sont susceptibles d’entrer en activité dans les heures qui suivent. Les 
éliminer de l’estimation de la densité, c’est ignorer un potentiel de réserve 
de Protozoaires. 

Il semble que, jusqu’à présent et avec les techniques dont on dispose, 
il vest pas possible d'établir une règle générale pour l’ensemble des 
P-otozoaires. Voyons donc comment résoudre au mieux cette gageure. 


1. L'ÉCHANTILLONNAGE 


ee 


L'échantillonnage est le point de départ fondamental de toute esti- 
mation quantitative de populations. Il importe de déterminer la taille, 
le nombre des échantillons, l'endroit où ils doivent être prélevés, la 
référence de la mesure. 


a) La taille de l'échantillon. 


En principe, il est toujours préférable de prendre de nombreux petits échantillons 
plutôt qu’un seul gros, mais il faut dire qu’à l’échelle des Protozoaires, le plus petit 
échantillon mesurable reste grand car il est susceptible de contenir plusieurs « commu- 
nautés », c’est-à-dire plusieurs systèmes d’équilibre. Sans doute, serait-il souhaitable 
de faire cette recherche au niveau des agrégats de sol. Il y a là toute une nouvelle 
technique de recherche encore inexploitée et où la microscopie à balayage est très 
utile mais, dans ce genre d'étude, l’investigation quantitative est encore prématurée. 
Aussi, dans les techniques classiques, peut-on penser que la taille de l’échantillon 
n'est pas d’une importance primordiale. 


b) Le nombre d'échantillons. 


A partir d’une série d'échantillons qui permet d’établir la variabilité spatiale de la 
densité d’une population, il est possible d'évaluer le nombre d'échantillons néces- 
saires pour une précision donnée (BERTHET, 1954). Cependant, étant donné la grande 
variabilité des densités de populations, ce calcul amène à devoir prendre un nombre 
considérable d’échantillons. Comme les techniques d’analyses qui font suite à Péchan- 
tillonnage sont généralement longues, il n’est jamais possible de répondre à l'exigence 
s_tistique, aussi est-on obligé de trouver des compromis qui multiplient au maximum 
le nombre d’échantillons sans que le travail d'analyse soit démesuré. Un des moyens 
consiste à mélanger les échantillons de façon à réduire la variabilité au maximum. 
Il est préférable cependant de faire au moins une répétition au niveau de Vanalyse 
pour se rendre compte de l’efficacité du mélange. Ainsi, si on prend 20 échantillons, 
ceux-la seront mélangés 10 par 10 afin d’en faire au moins deux dénombrements. 

Il faut reconnaître qu’à la suite de ces mélanges, la signification biologique de 
Vestimation peut être mise en cause car cette dernière devient une notion abstraite 
qui ne correspond à aucune réalité d’aucun point précis du milieu, mais bien à une 
moyenne générale. Cependant, elle permet de donner une idée globale du milieu, de 
Tois comment cette valeur évolue dans le temps et de la référer à d’autres régions de 

space. 
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c) Localisation des prélèvements. 


La façon d’opérer les prélèvements dépend du type de milieu et du but poursuivi. 
Dans les milieux très homogènes comme les sols cultivés ou les prairies, rien n’oriente 
le choix d’un lieu de prélèvements, et ceux-ci peuvent être pris au hasard, soit intui- 
tivement, soit à l’aide de la méthode des quadrats où les points de prélèvement sont 
déterminés par les tables des nombres au hasard. Si les milieux sont hétérogènes 
comme c’est le cas en milieu naturel, il s’agit de décider si on souhaite avoir une idée 
globale du milieu, auquel cas on peut procéder à un échantillonnage au hasard comme 
en milieu homogène. Les estimations de densité obtenues à partir d’un tel moyen 
de prélèvements ont une variabilité d’autant plus élevée que le milieu est plus héré- 
rogène et le nombre d'échantillons doit en être augmenté en conséquence. Par con. , 
si on choisit de n'étudier, en forêt par exemple, que les populations de litiéres et 
d'humus, à l'exclusion des mousses au sol et des rhizosphères, l’échantillonnage 
n’est pas véritablement fait au hasard mais il a le mérite de réduire la variabilité et de 
mieux correspondre à une certaine réalité. 


d) Référence de la mesure. 


Chez les Protozoaires, la majorité des estimations de densité a été faite par référence 
à une unité de poids. Cependant, il est préférable, si on veut faire des comparaisons 
d’un milieu à l’autre, d’opérer par unité de surface en utilisant une sonde permer:at 
d'extraire une carotte de sol correspondant à une surface déterminée. On 
plus loin comment adapter la technique de la sonde à l’échantillonnage des différents 
groupes de Protozoaires. 


2. LES TECHNIQUES D'ANALYSE 


Il n’est pas possible d’utiliser une même technique pour l’ensemble 
des Protozoaires quoique cela ait été préconisé par certains auteurs, 
et, en particulier, par Bunt et TCHAN (1955) et par DARBYSHIRE (1073). 
En effet, les exigences et les particularités de chaque groupe sont .rop | 
différentes pour qu’une seule méthode permette une estimation valables 
de chacun d’eux. Ainsi, on sait que les Amibes nues qui adhèrent très | 
fortement à leur substrat ne sont pas observables en analyse directe” 
comme le sont les Thécamæbiens. Par contre, les milieux de culture 
gélosés qui servent à leur mise en évidence sont peu favorables au dévez 
loppement des Ciliés et des Flagellés. Nous allons donc propose} 
pour chaque groupe de Protozoaires présents dans les sols, la méthode” 
qui nous paraît la plus fiable si on accepte d’y ajouter quelques mo 
fications. 


A) Les Rhizopodes. 


— Les Amies nues. — Les méthodes les plus couramment utilisées 
sont inspirées de la technique des anneaux de SINGH (1946) qui consiste 
à faire 15 dilutions de sol de 2 en 2. A partir de chacune de ces dilutions” 
on pratique huit inoculations sur gélose non nutritive enduite au préalab be 
de bactérioglée d'4Aerogenes aerogenes. Après incubation, les cultut@_ 
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négatives sont dénombrées et le nombre d’individus est calculé à l’aide 
Mes tables de FisHER et YATES (1963). 

= Cette méthode reste insatisfaisante à bien des points de vue, parce 
qu'il s’agit d’une méthode de culture dont les conditions sont bien éloi- 
nées de celles existant en milieu naturel. Comme on n’a pas trouvé 
d'autre moyen d'isoler les Amibes nues de leurs substrat, on reste con- 
saint d’y recourir. Cependant, quelques aménagements sont souhaitables 


ae 
à Hiotopes ou de groupes à groupes. 


= L'échantillon de départ, utilisé dans la méthode de SINGH, est une 
quantité de sol tamisé, de poids connu. Si cette manière de procéder 
est cohérente dans des sols assez homogènes tels que les sols de culture, 
Mans les sols en place et le plus souvent stratifiés, les litières ou les 
thumus, il est préférable d’exclure le tamisage. En effet, il élimine un 
sombre important d'individus retenus sur les radicelles ou les débris 
de feuilles. En mettant en suspension dans l’eau un échantillon calibré, 
prélevé à la sonde, il est possible de faire une estimation de la densité 
pa: unité de surface. On peut, en outre, si on veut connaître la densité 
par unité de poids, peser l'échantillon. 

Dans la méthode de SixGK, les échantillons analysés sont frais et 
donnent une valeur de densité correspondant aux trophozoites et aux 
kystes. Le travail sur échantillons frais, non fixés, entraîne des erreurs 
dues au fait que le matériel en attente se modifie à cause des conditions 
nouvelles qui lui sont faites lors du stockage. En outre, les manipu- 
lations provoquent la lyse des trophozoites. 11 semble donc que, au lieu 
de partir de sol frais, il vaudrait mieux sécher les échantillons à tempé- 
rature ambiante comme le propose Burrkamr (1979) pour les Ciliés, 
afi. que la totalité du peuplement s’enkyste dans de bonnes conditions. 
La valeur de densité obtenue alors ne serait pas celle, instantanée, 
du moment de l’échantillonnage mais bien celle d’un potentiel caracté- 
ristique de ce sol correspondant à l’ensemble des kystes et susceptible 
de se développer si l’environnement est favorable. Chez les Protozoaires 
à reproduction rapide, cette notion paraît plus intéressante que celle 
[de la densité brute car elle est moins tributaire d’accidents passagers 
let plus représentative d’un niveau écologique. 

Une dernière remarque concernant la méthode de Smeu a trait à la 
me en suspension des sols. Ceux-ci sont mis dans l’eau et soumis à une 
agitation. Il faut veiller à ce que la durée des manipulations jusqu’à 
Pinoculation soit inférieure à la durée du dékystement au risque de voir 
la densité multipliée artificiellement. 

L’estimation de la densité des Amibes nues du sol reste très aléatoire 
car aux imperfections techniques de la méthode, il faut ajouter l’impré- 
cision inhérente à la mesure sur la base de la présence-absence qui est 
de l’ordre de 100 pour 100. 

— Les Thécamæbiens. — En ce qui concerne les techniques de dénom- 
br:ment, les Thécamæbiens occupent une place tout à fait privilégiée. 
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En effet, la numération directe, si elle représente un travail de lon: = 
haleine, ne comporte pas de difficulté technique majeure. Le principe 
de la méthode est simple (CoúrEAUx, 1967, 1975). L’échantillon prélevé 
à la sonde est fixé au Bouin-Hollande et coloré au Ponceau de Xylidine, 
puis mis en suspension dans l’eau. Une fraction de cette suspension 
est filtrée sur filtre Millipore. Celui-ci est séché à l’air, monté entre lame 
et lamelle dans de l’huile à immersion qui le rend transparent et observé 
au microscope afin de dénombrer les thèques. Grâce à cette méthode, 
il est possible de distinguer les individus vivants, caractérisés par leur 
cytoplasme fixé et coloré présent dans la thèque, des exuvies géné: 'e. 
ment très abondanfs dans les sols. On peut également reconnaitre ies 
individus enkystés qui sont, en fait, peu nombreux par rapport aux 
trophozoites. 

La méthode d'analyse directe donne une image instantanée du peu- 
plement et non plus une estimation potentielle comme cela avait été 
préconisé pour les Amibes nues. Pour les Thécamæbiens, la densité: 
réelle est sans doute écologiquement valable car la durée des générations | 
est plus longue que chez les autres Protozoaires et, par conséquent, 
la réponse aux variations des conditions écologiques s’en trouve non: 
dérée. 


B) Les Ciliés. 


Burrkamp (1979) propose une méthode inspirée de celle des 
SINGH (1946) et adaptée par BRUNBERG-NIELSEN (1968). Son intérêt; 
par rapport à celle de Stncu, réside dans le fait qu’elle ne nécessite z 
pas de mise en culture sur gélose, mais que Pactivation des kystes ses 
fait dans des conditions très proches de celles du milieu naturel. Lesi 
échantillons séchés à Pair sont réhumectés avec une quantité d’eau coms 
respondant à leur capacité au champ et incubés en chambre h de 
à différentes températures (5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 450 C) penda nt 
6 jours. Ils sont ensuite mis en suspension dans de l’eau stérile (1 partig 
de sol pour 4 parties d’eau). On procède ensuite à une série de hulk 
doubles dilutions de 1 : 1 à 1 : 128. Pour chacune des dilutions obtenues 
on cherche la présence de Ciliés dans huit aliquots. Les tables de FISHER 
et Yates (1963) permettent de calculer le nombre d'individus conten 
dans l’échantillon. Burrkamr (1979) fait remarquer que, étant donné 
le temps nécessaire pour réaliser l’ensemble de ces manipulations,}£ 
vaut mieux ne pas partir d’un seul échantillon pour analyser chal 
des dilutions, car les Ciliés, mis en suspension, risquent de se roultip! 
ou de se dékyster plus rapidement qu’ils ne l’auraient fait dans UM 
humide. Il importe donc de prévoir un échantillon pour chaque dilu 

Cette méthode trés intéressante mérite quelques petites modificatio 
pratiques pour la rendre plus utilisable et comparable à celles prop? 
pour les autres groupes. La première concerne la température 
bation. Puisqu'il a été choisi de mesurer le potentiel en Ciliés d’un ™ 
donné, il ne semble pas indispensable de le rechercher dans une 8 
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| de température variée. Il serait raisonnable, par contre, que les incubations 
| soient faites à une température correspondant à celle du milieu d’où 
[provient l'échantillon soit, par exemple, la moyenne annuelle de 
‘température de ce milieu. On pourrait ainsi exprimer la densité par un 
potentiel lié au climat et, donc, à la fonction réelle que ces animaux 
[peuvent avoir dans le milieu. 

La seconde modification a trait à la référence de la mesure. Burr- 
KAMP (1979) Pexprime par rapport au poids. Si on veut se référer à une 
uité de surface, il suffit de procéder comme il a été proposé plus haut 

[pour les Amibes nues. L’échantillon de base est prélevé avec une sonde 
| dont la section est de surface connue. On peut, si on veut, peser également 
| Péchantillon, ce qui permet une estimation aussi bien par unité de surface 
| que de poids. Pour les Ciliés, il est souhaitable de diviser la carotte 
de sondage en huit parties égales pour analyse des huit dilutions. 


C) Les Flagellés. 


Bien que nous ne l’ayons pas expérimentée, il est probable que la 
méthode de BurrkAMP (1979) puisse’ être appliquée aux Flagellés. 
Cependant, comme leur densité peut atteindre des valeurs élevées 
dans certains milieux, il est nécessaire de procéder à 15 dilutions comme 
on le fait pour les Amibes nues. L'échantillon sera, bien sûr, prélevé 
à la sonde et partagé en 15, comme il a été suggéré pour les Ciliés pour 
l'analyse des 15 dilutions. 


3. DISCUSSION ET CONCLUSIONS 


Les techniques que nous proposons, avec leurs adaptations, si elles 
nous semblent plus fiables que ce qui avait été utilisé précédemment, 
présentent l’inconvénient d’être très longues. En effet, chaque méthode 
Pest déjà individuellement. Seules les estimations de densité de Ciliés 
et de Flagellés peuvent être éventuellement opérées en même temps. 
Pour les autres groupes, ni les échantillonnages, ni les manipulations 
ne peuvent être couplés. On imagine donc la somme de travail que 
représente l'estimation quantitative de l’ensemble des Protozoaires d'un 
s-l en place. De plus, la précision de ces mesures est très faible à cause, 
d’une part, des méthodes et, d’autre part, de la grande variabilité de la 
répartition spatiale des individus dans le milieu. En effet, en milieu 
naturel, la distribution des populations est toujours agrégative et cela 
en raison du mode de vie des populations animales et de l’hétérogénéité 
du milieu tant du point de vue de la nourriture que des conditions physico- 
chimiques. Les animaux fuient les endroits peu favorables et se 
concentrent aux endroits favorables. 

On ne doit cependant pas déplorer outre mesure les imprécisions 
c> ces estimations car, en fait, ce qui importe, c’est de pouvoir déter- 
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miner un ordre de grandeur de densité, les petites différences n’ayant p: 
de signification biologique. Devaux et MILLERIOUX (1977) montrent 
que, en remplaçant la densité « réelle » des populations phytoplancto- 
niques par des cotations d’abondance, on peut estimer la biomasse 
totale, procéder à des analyses multivariées ou calculer la diversité 
spécifique. 

Les méthodes proposées permettent une estimation quantitative glo- 
bale de l’ensemble du peuplement; cependant, celui-la groupe un certain 
nombre d’espèces aux fonctions variées, c’est donc au niveau spécifiane 
qu'il serait intéressant de faire les recensements. Cela ne pose suc a 
problème pour les Thécamæbiens. Les estimations de Burrkam (1979) 
sur les Ciliés sont faites au niveau spécifique. Pour les Amibes nues, 
la difficulté est grande car la détermination spécifique nécessite souvent 
l'observation de la mitose; de plus la systématique des Amibes nues 
du sol est encore très mal connue. 

En conclusion, nous avons résumé ici les techniques avec lesquelles 
on peut, aujourd’hui, faire une estimation quantitative de la densité des 
Protozoaires dans les sols en place en y apportant des modifications 
nécessaires pour qu’elles soient comparables entre elles, aussi bien <-as 
Péchantillonnage que dans le protocole de la méthode pour les différents 
groupes de Protozoaires et dans différents milieux. Il est souhaitable 
qu’on poursuive leur amélioration dans le but de les simplifier car il 
faut bien dire que l’importance du travail est encore démesurée pat rap- 
port au résultat obtenu. ; 


II. — TECHNIQUES D'ÉTUDE | 

DES CHAMPIGNONS TELLURIQUES | 
APPLICABLES AUX PROTOZOAIRES DU SOL 4 
ET EN PARTICULIER AUX AMIBES ENDOGÉES 4 


Afin de mettre au point des méthodes de lutte contre les maladies 
telluriques provoquées par des Champignons, il est indispensable 
d’étudier la biologie de ces agents pathogènes non seulement pendant 
leur vie parasitaire, mais aussi pendant leur phase de conservation et 
de développement saprophytique se déroulant dans le sol. Pour menci 
à bien ce type de recherche, les pathologistes ont élaboré des méthodes] 
d'étude tenant compte des difficultés particulières liées au sol. ~ 
opaque, complexe, hétérogène. Ainsi, ont été développées des t 
niques d'observation directe de numération sur milieu gélosé, d'intes 
tion artificielle des sols qui permettent de préciser la dynamique 
inoculum en fonction des conditions de l’environnement biotique E 
abiotique, d'étudier la relation densité d'inoculum-gravité de la maag 
et de définir les moyens de lutte. à 

Il est apparu que cette méthodologie pouvait être utile pour abort 
l'étude écologique des Amibes endogées. Le but de cet exposé est Ce 
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présenter rapidement quelques-unes des techniques permettant d’analyser 

-Ja microflore fongique des sols, puis de montrer comment elles ont 
pu être adaptées à Pétude des Amibes endogées et, en particulier, des 
Amibes mycophages. 


1. MÉTHODES D’ANALYSE DES POPULATIONS FONGIQUES DU SOL 


| 
| 


19 Techniques d'observation directe. 


Quelques auteurs (Jones and MoLLIson, 1948; HANSEN et coll., 1974) préconisent 
des techniques d’observation directe des Champignons dans le sol afin de déterminer 
la biomasse fongique. Il convient de mesurer la longueur et la largeur des hyphes 
et des spores colorés dans le sol étalé sur divers supports. Mais, en général, les patho- 

| logistes s’attachent à suivre le développement d'un Champignon déterminé. Pour 
cela, les techniques d’observation les plus fréquemment employées utilisent le mar- 
quage par un colorant vital fluorescent. Le Champignon est cultivé sur un milieu 
nutritif contenant ce colorant, puis il est incorporé au sol dans lequel il est possible 
de suivre son développement pendant une période de quelques jours (Tsao, 1970; 
S DERSTRÓM, 1977...). Enfin, certains auteurs font appel aux techniques d'immuno- 
fluorescence. Ainsi Carroux et JOUSSIER (1973) ont décrit une méthode permettant 
de rechercher Beawveria tenella dans le sol. 5 

D’une façon générale, ces techniques sont d’un emploi difficile et souvent fasti- 
dieux; elles permettent rarement de quantifier la population fongique mais peuvent 
apporter des renseignements intéressants, concernant le développement d’un Cham- 
pignon particulier dans le sol. 


20 Techniques de numération sur des milieux sélectifs. 


Pour déterminer la densité des populations fongiques dans le sol, nous avons recours 
à des techniques de numération sur des milieux nutritifs plus ou moins sélectifs 
auxquels l’échantillon de sol est incorporé directement à sec, ou en suspension dans 
Peau. 


a) Milieux d'isolement. — Les pathologistes portent assez peu d'intérét aux milieux 
non sélectifs car, en général, ils ne cherchent pas à mesurer le niveau global de 
l’ensemble de la population fongique du sol. Même dans ce cas, il convient d'éliminer 
les Bactéries. C’est pourquoi le milieu de base est additionné de substances anti- 
bactériennes. Le procédé le plus simple consiste à ajouter de l’acide citrique de façon 
à abaisser le pH et à rendre le milieu défavorable à la prolifération des Bactéries. 
On peut également apporter des antibiotiques, seuls ou en mélange, de façon à 
obtenir un spectre d’action plus ou moins large. Mais ces substances présentent souvent 
u s activité sélective vis-à-vis des Champignons. C'est ainsi que la streptomycine 
iunibe fortement la croissance des Pythiacées qui, à l’inverse, supportent de fortes 
concentrations de pénicilline. 

Pour Pisolement spécifique et le dénombrement d’un genre ou d’une espèce de 
Champignon phytopathogène déterminé, nous possédons des milieux hautement 
sélectifs. Ceux-ci se composent d’un milieu de base, choisi de façon à offrir à l’orga- 
nisme recherché les éléments nutritifs les plus favorables à sa croissance, auxquels sont 
ajoutés différents produits à action sélective vis-à-vis des Bactéries, des Actino- 
mycètes et des autres Champignons du sol. Par exemple, pour le dénombrement des 
Fusarium, KOMADA (1975) propose un milieu de culture contenant des sels minéraux, 
du D-galactose comme source de carbone et de la L-asparagine comme source 
d'azote. La sélectivité est obtenue par adjonction d’un antibiotique : la streptomycine 
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et d’un fongicide : le pentachloronitrobenzéne. A cela il ajoute un complexon fe - 
rique pour favoriser la pigmentation des colonies et faciliter ainsi la reconnaissance 
des principales espèces de Fusarium. 

Enfin, pour améliorer la sélectivité des milieux de culture, il est important de bien 
choisir le pH, la température d'incubation, et éventuellement la durée d'éclairement 
et son intensité, 

Il existe une multitude de milieux sélectifs permettant d’isoler et de dénombrer 
les principaux Champignons pathogènes telluriques : Fusarium, Pythinm, Phyto- 
phthora, Penicillium, Macrophomina, etc. Cependant, il convient de remarquer que 
l'emploi de ces différents milieux n'est pas toujours aisé. En effet, ils ne sont pas 
adaptés à tous les types de sol et, en particulier, leur sélectivité varie en fonction de la 
flore saprophyte dominante. Ainsi, le milieu d’isolement des Pythium mis au po. 1 
par Ricci et coll. (1976), aux Antilles, a dû être modifié pour permettre l’isolement 
des Pythium à partir des sols de nos régions tempérées (Bounor et coll., 1976). Enfin, 
il faut souligner qu’il n’existe pas de démarche rationnelle pour élaborer un milieu 
de culture sélectif. Il est nécessaire de travailler suivant différents axes jusqu’à ce 
que l’on trouve, souvent par hasard, une solution satisfaisante. 


b) Préparation de l'échantillon de terre et mode d’incorporation. — Deux modes d'incor- 
poration de l'échantillon de terre sont classiquement utilisés en microbiologie : 
la technique des suspensions-dilutions dans l’eau et l’incorporation directe du sol 
dans le milieu en surfusion, 

Dans le cas des Champignons, le mode d’incorporation peut jouer un rôle sélectif. 
Ainsi, les suspensions-dilutions favorisent les Champignons fortement spo-. ‘és 
(Penicillium, Aspergillus, Trichoderma) aux dépens d’espèces moins prolifiques pré- 
sentes dans le sol sous forme mycélienne ou sous forme d’organes de conservation 
plus ou moins agrégés et difficiles à mettre en suspension. Au contraire, l’incorpo- 
ration directe du sol dans le milieu en surfusion (Warcur, 1950) permet de révéler 
la présence de Champignons non dominants et présents sous forme mycélienne. | 

Si la technique des suspensions-dilutions permet d’analyser des sols frais, peu | 
de temps après leur prélèvement, la technique d'incorporation directe nécessite un | 
traitement préalable de l’échantillon afin de l’homogénéiser et de faciliter sa dis- | 
persion dans le milieu. | 

Ainsi, pour l’analyse sélective et quantitative des Fusarium mise au point paf q 
RotxEL et Bounor (1971), la terre est mise à sécher pendant 24 heures dans une ¿tuvi 
ventilée, puis broyée et tamisée selon un protocole standardisé. Seule est : 
la fraction granulométrique inférieure à 100 y car c’est elle qui est la plus riche ] 
en Fusarium. Ce traitement de l'échantillon permet un éclatement des agrégats | 
de chlamydospores et améliore nettement la sensibilité de la technique. aa 

En fait, chaque mode d’incorporation présente avantages et inconvénients mais, 
en définitive, il est rare que nous ayions le choix entre ces deux techniques dont | 
gamme de sensibilité est différente. La technique des suspensions-dilutions est indis 
pensable pour numérer des densités de populations élevées, celle de l’incorporatio® 
directe convient mieux pour des densités de populations faibles à condition qt 
le Champignon recherché supporte le traitement préalable de l’échantillon. E 

La précision statistique de ces méthodes n'est jamais excellente. Elle dépe! 
du nombre de répétitions réalisées, mais l’écart autour de la moyenne rest: :-:jouf 
élevé. 


3° Techniques de piégeage. 


Un troisième type de technique permet de déterminer la présence d’un orga 
dans le sol : le piégeage préconisé par Garrett (1963). Le piège placé au om 
du sol est un substrat choisi en fonction de sa composition de telle sorte qut 2e 
plus de chances d’être colonisé par l'organisme recherché que par d’autres- 
pièges extrêmement divers ont été préconisés; il s’agit souvent de fragments vég 


morts ou vivants, ou même de plantes entières présentant une sélectivité plus 9% 


LES PROTOZOAIRES DU SOL 279 


ins étroite (MANGENOT, 1973). Pour quantifier la population fongique recherchée, 
suffit de déterminer le pourcentage de pièges colonisés par le Champignon et 
rsque la densité est telle que tous les pièges sont colonisés, on peut diluer le sol 
analyser dans un sol ou un substrat désinfecté. 

` Afin d'améliorer la sensibilité de ces techniques de piégeage, il est possible de 
es associer à des techniques d’enrichissement. On apporte au sol des substances 
vorisant la multiplication du Champignon recherché. Ainsi Boumor (1975) incor- 
re au sol des flocons d’avoine afin de provoquer le développement des Py#hium 
qu’: piège ensuite grâce à des plantules de Concombre. Si le piège est constitué 
une plante-hôte sensible, cette méthodologie devient très intéressante car elle 
eigne à la fois sur la densité de la population du Champignon et sur son pouvoir 
ogène. 


4° Problèmes rencontrés. 


Quel que soit le procédé de dénombrement retenu, il se pose au 
éalable un grave problème d’échantillonnage qui n’est jamais par- 
faitement résolu. On peut, en effet, distinguer deux niveaux d’hétéro- 
néité : — à l'échelle de la parcelle ou du champ, il convient de pré- 
lever des échantillons représentatifs de l’ensemble du milieu étudié 
en tenant compte de l’hétérogénéité visible sur le terrain. Il existe pour 
cela des protocoles d’échantillonnage et des méthodes statistiques per- 
ettant de réaliser les prélèvements de façon satisfaisante et de déter- 
miner leur nombre, en fonction de la précision désirée; — à l’échelle 
microscopique, les microorganismes ne sont pas répartis de façon 
[uniforme dans tout le volume du sol. Par exemple, les Champignons sont 
{plus abondants au niveau de la matière organique qu'ils colonisent 
que dans la fraction minérale du sol. La matière organique elle-même 
est hétérogène car elle est constituée de fragments de taille extrêmement 
[vaziable, ayant atteint des stades de décomposition différents. 
& Il en résulte que expression des résultats en nombre d'organismes 
¡par gramme de sol est très imparfaite, d’autant plus que nous ignorons 
de plus souvent, le mode de groupement de l’organisme considéré et la 
“signification biologique de ces agrégats. Ainsi, pour une maladie telle 
que la Fusariose vasculaire du Melon, nous ne connaissons pas quel 
est le nombre minimum de propagules agrégées nécessaires pour réaliser 
la contamination d’une racine. 

Les techniques de mise en évidence indirecte présentent un autre 
inconvénient majeur. Elles ne permettent pas de déterminer le type de 
propagule révélé par les milieux gélosés ou les pièges. Il n’est pas pos- 
sible de connaître l’activité in vitro des organismes isolés et de savoir 
si nous isolons préférentiellement les formes de conservation ou les 

| formes actives dans le sol. 

Cependant, ces techniques de numération ont l'avantage d'exister et 
permettent, à condition de bien en connaître les limites, d’entreprendre 
Pétude écologique des microorganismes du sol. Elles pourront étre 
complétées par d'autres méthodes plus globales de caractérisation d'une 
ac ivité microbienne dans le sol telles que la mesure du dégagement 
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du CO:, la mesure du potentiel infectieux d'un sol ou la mesure de 
la réceptivité des sols vis-à-vis d’un microorganisme donné. 


2. ADAPTATION DE CES MÉTHODES 
A LA NUMÉRATION DES ÁMIBES ENDOGÉES 
ET EN PARTICULIER DES ÁMIBES MYCOPHAGES 


Bien que différents auteurs aient signalé l’existence d’Amibes capa- 2s 
de perforer les spores ou les hyphes des Champignons (Comaxnon 
et DE FONBRUNE, 1963; OLD et PATRICK, 1976; OLD, 1977), il n’existait 
pas de technique permettant d'isoler facilement et réguliérement ces 
Protozoaires du sol. En fait, leur mise en évidence butait sur un problème 
technique majeur : la prolifération des Bactéries et par conséquent des 
Amibes bactériophages 4 partir des grains de terre déposés sur un milieu 
gélosé. C’est pourquoi nous avons choisi d'éliminer les Bactéries afin 
de favoriser le développement des Champignons et des Amibes myco- 
phages. 


10 Recherche de milieux sélectifs. 


En mycologie, il est fréquent de recourir aux antibiotiques pour inhiber 
la multiplication bactérienne sur les milieux de culture. Mais au départ, 
nous ignorions tout ou presque du comportement des Amibes en pré- 
sence d'antibiotiques. C’est pourquoi, dans un premier temps, nous. 
avons étudié la multiplication de nombreuses espèces d’Amibes sut- 
un milieu gélosé additionné d’antibiotiques. C’est ainsi que l’action de! 
la pénicilline, de la streptomycine, de la gentalline, de la propre de 
la polymycine, de la néomycine et d’autres substances antibacté: “a 
a été étudiée sur un grand nombre d’espéces amibiennes conservees en | 
collection par Pussarp. 

Parallèlement, afin de juger de l’efficacité de ces antibiotiques pout 
inhiber les Bactéries du sol, nous avons déposé sur cette gélose aux 
antibiotiques quelques grains de terre. Très rapidement, nous avons 
observé une Amibe Thecamoeba granifera se développant aux dépens des | 
hyphes des Champignons colonisant le milieu gélosé. 

Nous avons alors recherché les mélanges d’antibiotiques et les concen; 
trations les plus favorables à Pisolement de cette Amibe du sol et D 


50 alió oe néomycine 50 sie aca AS 
SARD et coll., 1979). Ce milieu se montre très sélectif; les Bactéries 
totalement inhibées et, par conséquent, les Amibes bactériophag 
On peut accentuer la sélectivité du milieu en l’ensemençant, préals 
ment au dépôt des grains de terre, avec un Champignon donné serv 
de proie pour l’Amibe et favorisant ainsi sa mise en évidence. k 

Mais au-delà de Pisolement des Amibes mycophages, cette éu ca 
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ermis de montrer que l’emploi de milieux sélectifs est utile à la caracté- 
risstion de certains genres, voire de certaines espèces amibiennes qui 

uvent être distinguées d’autres espèces apparemment très proches. 
PussARD et coll. (1980) ont récemment décrit différents milieux sélectifs 
ur Pisolement des Amibes libres et utilisent trois substances à action 
sélective : un fongicide, le bénomyl, un molluscicide, le niclosamide et 
un produit utilisé en médecine vétérinaire pour lutter contre les maladies 
4 Protozoaires, le bérénil. 

Ces travaux ouvrent la voie à l’emploi des milieux sélectifs pour 
Pétude des Protozoaires du sol et on doit s'attendre à voir le nombre 
de milieux sélectifs augmenter rapidement. Cependant, par rapport 
à d’autres groupes de microorganismes, le problème posé par les Amibes 
est plus complexe puisque, à de rares exceptions près, ces organismes 
ne peuvent être maintenus en culture pure axénique. Les milieux sélectifs 
doivent donc convenir à la fois à l’Amibe et à sa proie. 


20 Mise au point d’une méthode de numération 
de la population d' Amibes endogées. 


L'étude écologique d’un organisme donné nécessite non seulement 
des techniques d’isolement à partir du sol, mais surtout des méthodes 
d'estimation quantitative de sa population. C’est pourquoi la seconde 
étape de notre travail a consisté à étudier les différents modes d'incor- 
poration de la terre au milieu sélectif afin d’obtenir une estimation 
‘satisfaisante de la densité des Amibes dans le sol. 


© Quelle que soit la technique envisagée, nous nous heurterons à une 
(difficulté majeure : les Amibes se déplaçant entre chaque division, 
forment rarement de véritables colonies issues d’un seul individu, 
til est donc pratiquement impossible de procéder par dénombrement 
ide colonies. L’estimation de la population ne pourra s’effectuer qu’en 
Femployant une méthode fondée sur le principe « présence-absence », 
¡ce qui limite considérablement la précision des estimations. 


> a) Méthode des poids de terre. — Pour des densités d’Amibes relativement faibles, 
inférieures à 160 individus par gramme de sol, nous employons la méthode dite de 
poids de terre, adaptée de la technique préconisée par Swaroor, pour la numération 
des Bactéries coliformes dans l’eau. Nous déposons sur le milieu gélosé une fois 
soo milligrammes, 5 fois 100 milligrammes et 5f fois 10 milligrammes de terre. 
Ncus déterminons le nombre de boîtes positives, présentant le développement de 
l’zmibe recherchée, nous formons le nombre caractéristique qui, reporté dans la 
table de Swaroop, permet d’effectuer l’estimation de la densité de la population 
étudiée avec l’intervalle de confiance correspondant. 

Si la densité des populations est telle que tous les poids de terre sont positifs, 
deux solutions s’offrent à nous : — choisir une gamme de poids de terre plus faible, 
mais alors la pesée précise de faibles poids de terre pose des problèmes pour un 
travail de routine, — diluer le sol à analyser, en proportion connue, dans un substrat 
désinfecté. Afin d’obtenir une bonne homogénéisation du mélange, il est recom- 
mandé de diluer le sol à analyser dans le même sol préalablement traité à la chaleur. 
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La texture des deux échantillons étant identique, le mélange se réalise aisément 
et l’homogénéité est satisfaisante. , 
Un exemple d'utilisation de cette méthode est présentée dans le tabl. I. 


TABLEAU I 


Densité d'Amibes mycophages dans la terre TSg non diluée et dans 
la terre TS9 diluée avec une terre identique, préalablement traitée 
à la chaleur. 


TS9 diluée | 
TS9 non diluée 


| au 1/10 au 1/100 | 
| Technique 517 
des La < 60 1 
Anibes dilutions (158-654) 3 
mycophages 
Technique à 
i > 160 H E 
| he ee E (18-158) (2-19) 
l | 
i 
b) Méthodes des suspensions-dilutions. — Pour des densités d’individus supérieure 


à 160 individus par gramme de sol, il est plus aisé de recourir à la méthode des sus- 
pensions-dilutions. Compte tenu de la taille des populations visées, nous employons | 
la méthode mise au point par SINGH (1946) pour la numération des Protozoaires | 
du sol. Cette technique repose sur des dilutions de 2 en 2 préparées à partir d'une? 
solution mère obtenue en mélangeant 10 grammes de sol à 50 grammes d’eau stérile 
Si l’on effectue 15 dilutions successives et 8 répétitions par dilution, cette technique? 
permet d’estimer des populations comprises entre 60 et 169. rof individus par gra: cs 
de sol. Après incubation des boîtes, on détermine le nombre de cultures réga 


et Yates. Nous obtenons ainsi une estimation du nombre d'individus par grammé; 
de sol. x 


3° Problèmes rencontrés. 


Ces différentes méthodes demeurent très imparfaites et il convien 
de bien en connaître les limites. 3 


1) Ces techniques ne permettent de connaître ni la forme ni l'acti 
vité des organismes mis en évidence. Dans le cas particulier des Amib& 
il serait important de pouvoir estimer Pensemble de la populatiog 
mais en différenciant les kystes et les trophozoites. Différents procédé 
sont actuellement envisagés, mais il est trop tôt pour en apprécig 
l'efficacité. 

2) Il faut également, comme nous l’avons discuté dans le cas 
Champignons, définir le mode de préparation préalable de l’échan 
de terre. Est-il préférable d’analyser un échantillon fraîchement p 
vu faut-il le laisser se dessécher et l’homogénéiser? En d'autres tenia 
est-il préférable de perturber Péchantillon afin d'assurer une boss 
reproductibilité des résultats ou bien accepter une moindre préc 
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meis essayer d'interpréter l’hétérogénéité rencontrée? Pour notre part, 
pous avons expérimenté différents procédés de préparation de l’échan- 
illon tels que nous les employons pour les Champignons. 

Dans le cas de Thecamoeba granifera, les résultats acquis jusqu’à présent 
indiquent une bonne reproductibilité des numérations quel que soit 
Je traitement préalable de l'échantillon. Mais ces résultats ne sont peut- 
être pas généralisables, car ils ont été obtenus avec une terre légère, 
facile à disperser dans les suspensions-dilutions. 


| ;) Il faut également connaître la fiabilité de la technique de numération 

<enue. La plupart du temps, les microbiologistes réalisent des infes- 
tations artificielles de sol avec un nombre d’organismes déterminé 
vérifient que la technique permet une bonne estimation de la densité 
éorique d'organismes. Cette démarche nous semble très critiquable 
et nous avons préféré utiliser la dilution d’un échantillon hébergeant 
une population naturelle dans le même sol préalablement traité à la 
chaleur. Les résultats (tabl. I) indiquent une bonne fiabilité pour les 
deux méthodes d’analyse que nous avons employées puisque les esti- 
mations effectuées varient dans la même proportion que les dilutions 


© 4) Il convient également de s’assurer que l’utilisation de substances 
à action sélective, dans ce cas la rifamycine et la néomycine, ne modifient 
pas de façon significative l'estimation quantitative de la population. 
Pour cela, nous avons effectué des dénombrements sur différents milieux 
et en particulier sur de l’eau gélosée, additionnée de polymyxine à 50 milli- 
grammes/millilitre et de chlortétracycline à 20 milligrammes/millilitre 
au lieu de rifamycine-néomycine. 

* Les estimations respectives sont les suivantes : 474 Amibes par gramme 
daas les limites 289-777, et 305 Amibes par gramme dans les limites 15 2- 
610. 

Ces deux estimations ne sont pas significativement différentes et 
permettent de penser que la nature des antibiotiques n’influe pas de 
manière significative sur le résultat des dénombrements. 

- Bien que ces techniques de numération sur milieu sélectif présentent 
fde nombreuses imperfections, elles permettent d'entreprendre une 
[étude écologique des Amibes mycophages, comme nous allons Pillustrer 
| maintenant. Il faut cependant se souvenir que la précision de ces méthodes 
es” faible; elles ne permettent donc d’analyser que des variations quanti- 
tatives assez importantes. 


3. TECHNIQUES D'ENRICHISSEMENT 


Pour étudier Pécologie des Champignons phytopathogènes du sol, 
nous sommes fréquemment contraints de réaliser des enrichissements 
ou des infestations artificielles du sol, afin de travailler avec des modèles 
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hébergeant l’ensemble de la microflore et de la microfaune du sol, 
et Pinoculum pathogène introduit à une concentration donnée. Ces 
manipulations ne sont généralement pas réalisées dans des sols en place, 
mais dans des échantillons de taille variable (1 à 100 litres) conservés 
au laboratoire ou en serre, dans des conditions de température et d’humi- 
dité contrôlées. Ces terres naturelles infestées avec un agent pathogène 
sont parfois désignées sous le terme de « pied de cuve » et servent 
ensuite, par dilutions successives, à infester d’autres sols ou à étucler 
l'effet de certains facteurs écologiques sur l’évolution de la population 
pathogène. 

Nous nous sommes inspirés de ces techniques pour apprendre à mani- 
puler les Amibes mycophages. 


19 Enrichissement du sol avec un organisme proie. 


Nos premières observations de Thecamoeba granifera ont été réalisées 
à partir de sol préalablement enrichi en Fusarium. Dès que nous avor: pu! 
quantifier les populations de cette Amibe nous avons comparé les niveaux, 
de population dans le sol frais et dans le sol enrichi avec F. solani f. sp. pisi j 
Les résultats (tabl. II) démontrent que Penrichissement du sol avec un” 
Champignon détermine une augmentation significative de la population 
amibienne. Ils permettent également d'affirmer que T. granifera se 
nourrit effectivement de Champignon dans des conditions écologiques, 
normales dans le sol. 


TABLEAU II 


Effet de enrichissement de la terre TO 
en Fusarium solani f. sp. pisi. 


Terre TO 
prélevée dans 
le champ 


Terre stockée 
après enrichi 
ment en F.ga: 


Terre TO 
stockée 


Technique 
des 
dilutions 


898 
(449 - 1796) 


Anibes 


mycophages Technique 
des poids 


de terre 


20 Enrichissement simultané du sol 
avec l Amibe et sa proie. 


On peut passer à un modèle encore plus simplifié et introduire 
un sol préalablement traité à la chaleur, l’Amibe mycophage etun 
pignon servant de proie. Ainsi, nous avons pu créer de véritables «P 


LES PROTOZOAIRES DU SOL 285 


Me cuve » contenant une très forte population d’Amibes. Les résultats 
nrésentés dans le tabl. III indiquent le niveau atteint par la population 
Me T. granifera après avoir introduit simultanément une forte densité 
de Fusarium oxysporum et une très faible quantité d’Amibes (moins d'une 
'Amibe par gramme de sol). Il faut remarquer que cette forte multipli- 
ation de la population amibienne ne se traduit pas par une diminution 
importante de la population fongique. 

Ce type de manipulation doit permettre d'étudier Veffet de certains 
facteurs abiotiques sur la multiplication des Amibes dans le sol. 


TABLEAU TI 


ltiplication de T. granifera minor dans une terre TS9 prétraitée par la 
chaleur, enrichie simultanément en Fusarium oxysporum ef en Amibes 
(densité initiale inférieure à une Amibe par gramme de sol). 


Amibes mycophages 


Nombre de | Nombre d' 


cultures ; 
ER am g 
négatives ibes/g 


Délai entre l'en- 


semencement et 
les numérations 


25500 
(12750-51000) 


2 semaines 


21425 
(10712-42850) 


f 4. UTILISATION CONJOINTE 
DES TECHNIQUES D'ENRICHISSEMENT ET DE NUMÉRATION 
POUR L'ÉTUDE DE Thecamoeba granifera 


La mise au point de ces diverses techniques n’a d’intérêt que dans 
la mesure où elles permettent d'étudier l’organisme en relation avec 
son environnement biotique et abiotique. Dans le cas de T. granifera, 
cette étude ne fait que commencer, mais quelques résultats préliminaires 
permettent d’illustrer l’emploi des méthodes d'enrichissement et de 

| numération. 

Parmi les facteurs écologiques susceptibles de limiter la prolifération 
de l’Amibe mycophage, l’humidité du sol semble a priori être le facteur 
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primordial. En effet, les Amibes sont des organismes nécessitant pour 
leur développement de fortes humidités, alors que les Champignons 
consommés par T. granifera se développent mieux dans des sols bien 
aérés, relativement secs. Nous avons comparé la multiplication de 
T. granifera dans deux types de sol, sableux et argileux, réglés à des 
humidités pondérales différentes et enrichis en Fusarium oxysporum. 

Les résultats (tabl. IV) indiquent que pour chacun des deux sols, 
une des humidités est plus favorable que les autres à la multiplication 
de T. granifera. Compte tenu de la texture des deux sols, cette humic 6 
correspond à des sols très humides proches de leur capacité de rétention 
ou même au-delà. D’autres facteurs peuvent également intervenir sur 
la multiplication des Amibes, c'est en particulier le cas de la température 
qui peut faire l’objet d’une expérimentation similaire. 


TABLEAU IV 


Nombre d’Amibes mycophages par gramme de terre, deux semaines apres 
enrichissement des terres préalablement traitées à la chaleur avec Fusarium 
oxysporum (Les densités au moment de l’enrichissement étaient 
respectivement de 54 Amibes par gramme dans la terre sableuse 


et de 5 Amibes par gramme dans la terre argileuse). À 
4 
NS Mumidité en | | 
NS P. 100 a 
15 20 25 30 35 
Terre 4 
2188 1109 286 
Sableuse 
(1334-3588) | (676-1818) | (174-369) 
: < 60 417 195 
Argileuse | (254-683) (117-316) 


5. CONCLUSION 


Les techniques utilisées pour dénombrer les populations de mic o 
organismes du sol sont trés classiques, mais également trés critiquees 
En effet, elles présentent des inconvénients majeurs, déjà signalés ¿ 


ver, ni de connaître l’activité des organismes dénombrés; elles ne 
seignent pas sur la répartition des organismes au niveau des agrél 
de sol, elles sont peu précises et nécessitent des manipulations long 
et fastidieuses. 

Cependant, à heute actuelle, elles demeurent indispensables à Pé 
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‘seules, mais en complément avec d’autres techniques, plus globales 
telles que les mesures d’activité ou plus fines telle que la microscopie 
lélectronique (voir IV), et il importe de bien en connaître les limites. 
Adaptées à Pétude des Amibes endogénes, ces techniques microbio- 
Jogiques ont déjà permis de mettre en évidence, de façon régulière, des 
Amibes mycophages et d’aborder leur étude écologique dans différents 
sols. 
| Alliées aux techniques d’expérimentation en modèles, elles doivent 

ermettre de préciser linfluence de certains facteurs biotiques et abio- 
tiques sur le comportement des Amibes endogées. 


IV. — ÉTUDE DE LA BIODÉGRADATION ET DES INTER- 
ACTIONS MICROBIENNES DANS LES SOLS ET LES LITIÈRES. 
RÔLE DES AMIBES. DONNÉES ULTRASTRUCTURALES PRÉ- 

| LIMINAIRES 

E 

| Les surfaces terrestres reçoivent chaque année une grande quantité 

[de matiére organique vivante, sénescente ou morte, en majorité issue 

¡de la photosynthése. Un certain nombre d’organes (feuilles, branches, 

Iracines, etc.) apportent ainsi des substances variées (cellulose, lignine, 

famidon, etc.) aux sols. A ces produits primaires, il faut ajouter ceux 

(impliqués dans des recyclages ponctuels et secondaires (chitine, pro- 

Itéines animales, etc.) faisant partie alors des corps des parasites, sym- 

Ibiotes, ravageurs ou décomposeurs. 

| En face de cette hétérogénéité chimique, il existe une potentialité 

(lyrique importante, localisée essentiellement dans les organes micro- 

{biens telluriques. Le résultat final de la rencontre continue de ces deux 

Imondes, matière organique morte ou vivante, mais inapte à survivre 

¡dans le biotope et des êtres du sol momentanément adaptés, est l’humidifi- 

(cation et la minéralisation même des polymères complexes. Ces processus 

[indispensables à la vie, se déroulent habituellement au sein des micro- 

habitats. L'étude de ces derniers, depuis quelques années, a permis 

la Paide des microscopes électroniques de définir des lois de fonction- 
nement ou de préciser des mécanismes d'actions microbiennes (CLOUGH 

et PATRICK, 1972; FARGUES et coll., 1977; HARRANGER et coll., 1977; 

Homma et coll., 1979; KILBERTUS et coll., 1973; OLAN et coll., 1978; 

Crp et PATRICK, 1976; REISINGER et KILBERTUS, 1980; REISINGER 

et coll., 1977 b; REISINGER et coll., 1978). 

La source trophique naturelle d'un microhabitat est généralement 
très complexe. Ainsi, une seule conidie de Drechslera sorokiniana, forme 
imparfaite de Cochliobolus sativus (Champignon fréquemment utilisé 
pour la recherche d’Amibes mycophages) apportera dans un espace 
restreint du sol ou de la litière une diversité de produits (AL RIKABI 
et BONALY, 1977, AL RIKABI et coll., 1979) dont chaque fraction hydro- 
soluble ou solubilisée ultérieurement crée un appel trophique pour 
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certains organismes de l’environnement biologique (REISINGER et Kıl- 
BERTUS, 1980). En fonction des caractéristiques de ce microbiotope 
des interactions complexes vont s’installer. Le rôle des Amibes, souvent 
de « passage » dans les microhabitats, commence seulement à être étudié. 
Le microscope électronique représente l’instrument idéal pour examiner 
directement l’activité de chaque participant identifiable d’un biotope 
donné. Malheureusement, les contraintes imposées par les techniques 
ultrastructurales sont nombreuses. Par exemple, il est impossible d'en: .- 
sager une méthode de fixation convenable pour tous les microorganismes 
et tous leurs stades de développement dans un microhabitat actif. 
Aussi, dans ce travail, nous ne considérerons pas l’Amibe en tant qu'objet 
d’étude fine, mais nous rechercherons les indices de son activité et son 
degré d’intervention. 


1. MATÉRIEL ET MÉTHODES 


A) Examen direct. 


Des techniques récentes permettent actuellement d'examiner dans des conditions 
convenables des microsites situés méme dans le sol. Les préparations préalables 
diffèrent cependant suivant l’origine de l'échantillon (sol ou fraction organique) 
et suivant le type d’appareil (microscope électronique à balayage (MEB) ou micro- 
scope électronique à transmission (MET)). 

a) Cas du sol. — On n’a étudié jusqu'ici, aux microscopes électroniques, de façon 
soutenue que les sols à structure en agrégats. Les techniques de séparation des 
différentes fractions et des préparations consécutives ont été décrites par KILBERTUS 
et KirrFER (1977), PROTH (1978). 


b) Fractions organiques. — Le choix de l’échantillon s'effectue, dans ce cas, d’après : 
les caractéristiques macroscopiques des fragments. On peut ainsi reconnaître, dans 
une litière par exemple, des sites à pourriture blanche et suivre l’évolution de certains | 
composants biotiques ou abiotiques (REISINGER et coll., 1978). On peut sélectionner | 
des débris de matière organique plus ou moins dégradés et en établir le stade de décom- 
position par rapport à des schémas déjà connus (OLan et coll., 1978). Il s’agit a 
d’une méthode d’approche permettant la comparaison avec des données bibliogra; 
phiques obtenues par d'autres techniques plus « globales ». L'analyse générale des 
résultats obtenus pose cependant et très souvent le problème bien connu de la dif 
rence des techniques employées. 


Te 
B) Examen aprés « enrichissement ». a 
~] 
La technique d'enrichissement consiste à apporter à un biotope donné une quar 
tité inhabituellement élevée de produits (fractions végétales, chitine, spores fon- x] 
giques, etc.) dont on veut suivre l’évolution en fonction du temps. On peut als y 
déposer, par exemple, des propagules fongiques (OLD, 1977) sur le sol et examine > 
ensuite aux microscopes électroniques les dégâts qu’elles ont subis. On peut reuns 
ces mêmes propagules, en nombre connu, sur un support et les exposer ensul 
aux agressions des organismes telluriques. Les analyses structurales au MEB pet 
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s’agit d’enfouir dans le sol une quantité connue de produits préalablement enfermés 
un dispositif spécial dont l’accès aux organismes telluriques est déterminé 
une toile à maille définie (FARGUES et coll., 1977). 

Des prélèvements périodiques permettent de suivre en fonction du temps : — la 
de poids; — l’évolution de la microflore; — les modifications ultrastructurales 
t dans le cas des organes vivants (propagules fongiques) l’évolution du potentiel 
inoculum ou du potentiel infectieux (REISINGER et coll., 1977 b). 


C) Microscopie électronique. 


Les échantillons prélevés à un stade de décomposition identifié macroscopiquement 
provenant des techniques d’enrichissement, sont traités pour les microscopes 
ectroniques par les méthodes classiques, parfois légèrement modifiées en fonction 
buts recherchés. Ces préparations ont été décrites en détail dans des publica- 
ns antérieures (KILBERTUS et KIFFER, 1977; REISINGER et coll., 1977 4). 


2. RÉSULTATS ET DISCUSSION 


L'étude de la biodégradation de la matière organique dans les sols 
ou dans les litières a abouti à la reconnaissance d’une succession d’orga- 
pes qui ne varie qu’à la suite d’un changement agressif d'un facteur 
physique (l'humidité, par exemple). Cette succession (OLAK et coll., 1978) 
‘admet comme base la formule schématique suivante : 


Matière organique (= substances trophiques primaires) +- Champignons 
E <- Bactéries <- Amibes + Nématodes -> substances « humiques ». 


E 

+ Dans ce système général, simplifié, surtout par omission d’une partie 
de la faune (Acariens, Collemboles), les Amibes n’apparaissent donc 
importantes qu’à un stade avancé de la biodégradation. Elles inter- 
viennent essentiellement sur deux types d’organismes : Bactéries et 
Champignons. 

Pour comprendre le processus général, il faut rappeler que le déve- 
loppement explosif des Bactéries se fait habituellement après invasion 
fongique préalable du substrat (= matière organique végétale morte). 
Ce dernier est alors complètement envahi d’hyphes de Champignons 
qui représentent des canaux de passage potentiels au travers des parois 
cellulosiques ou lignifiées. Ces canaux ne sont interrompus que par les 
cloisons septales, d’ailleurs toujours perforées chez les Asco- et Basidio- 
mycètes, agents les plus importants de la biodégradation. Les filaments 
fongiques extramatriciels s’entourent, à un stade ultérieur, de Bactéries, 
iont certaines à la suite d’une série d’interventions (REISINGER et coll., 
1977 b) pénètrent dans les loges. Elles s’y développent rapidement 
envahissent parfois assez tardivement même le mycélium intramatriciel 

migration transseptale (OLAH et coll., 1978). Le système hyphal 
présente donc à ce stade des microsites naturellement enrichis en 
ctéries et protégés par les tissus végétaux colonisés. Cette masse 
ctérienne crée un appel trophique (REISINGER et KILBERTUS, 1980) 
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pouvant attirer certaines Amibes. Ces dernières pénètrent alors dans les 
hyphes, probablement grâce aux blessures réalisées par des éléments 
de la microfaune, et cheminent aux travers des perforations septales 
vers les zones profondes. Leurs vacuoles digestives contiennent des 
Bactéries plus ou moins lysées. Elles sont donc sans doute bactério- 
phages. Ces mêmes vacuoles enferment parfois, surtout dans les expé- 
riences réalisées par les techniques d’enrichissement en Champignons 
(pièges), des débris de parois fongiques. Cette observation laisse svn- 
poser, soit un prélèvement accidentel, soit le choix def fragments sufi- 
samment altérés par l’action bactérienne pour être au moins en partie 
« digestibles ». 

Chez certains Acariens mycophages ou détriticoles, la coprophagie, 
après lyse bactérienne des débris de parois contenus dans les déjections, 
est souvent « volontaire » et représente un mode d’alimentztion de 
qualité (REISINGER, 1972, 1978). On sait également que la micro- 
dissection enzymatique de l’enveloppe fongique libère une quantité 
de produits facilement assimilables (AL Rixast et coll., 1979; REISINGER 
et coll., 1977 a). Il est donc possible que pour certaines Amibes bactézio- 
phages, la paroi des Champignons partiellement lysée représente une 
source trophique de valeur. 

Notons encore, bien que les preuves expérimentales restent à apporter, 
qu’une hyphe vidée peut avoir un taux d’humidité plus élevé que celui 
de lenvironnement, évalué globalement. Elle peut ainsi apporter, 
comme elle le fait pour la population bactérienne, des conditions phy= 
siques locales favorables au développement des Amibes. 

L'observation au MEB ou au MET des microsites enrichis en Cham- 
pignons apporte la confirmation 7” situ ou in vitro des données rapportées 
ci-dessus. Elle révèle, en outre, les hyphes n'étant plus protégées par les 
tissus végétaux, des Amibes qui se déplacent tout au long des filaments- 
Elles ne laissent pas de symptômes caractéristiques, mais récoltenti 
simplement des Bactéries qui sont nombreuses sur ces surfaces (M 
GENOT et REISINGER, 1977; REISINGER et coll., 1977 b). 

Quant au sol, Pexamen direct montre, selon SCHWARTZ ces 
KILBERTUS (comm. pers.) des Amibes situées uniquement entre 


colonisés par des Bactéries (essentiellement Gram —). C’est peuté 
Passociation entre les argiles et la matiére organique vivante qui our 
une protection « efficace pour les colonies procaryotiques. Cette 2 á 


enrobées dans du matériel phylliteux qui résistent alors de manière rema 
quable aux agressions du milieu biologique environnant (REISINGES 
et FARGUES, 1976; REISINGER et coll., 1977 b). 

Les Amibes bactériophages apparaissent donc dans nos études, g 
façon constante à partir du stade de la biodégradation où le dévelopPE 
ment des Bactéries devient prédominant. Il n’en est pas tout à fait G 
même pour les Amibes mycophages. Celles-la doivent trouver Ge 
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organes fongiques accessibles, donc non protégées par des tissus végétaux 
morts. Les propagules libres de Champignons (Oram et coll., 1978) 

uvent arriver au sol pratiquement tout au long de l’année. Elles sont 
concentrées localement par développement ponctuel ou par Pinter- 
yention d’un élément de la faune (Acariens, Collemboles) dont les 
déjections contiennent une proportion élevée de cellules fongiques 
vivantes (REISINGER, 1972). La technique d’enrichissement est donc 
particulièrement adaptée pour créer une situation « naturelle » et pour 
"suivre le sort des cellules fongiques vivantes dans le sol. Elle permet 
de mettre en évidence à l’aide du MEB, après des temps d’incubations 
plus ou moins longs, des perforations typiques de l'enveloppe des 
Champignons (ANDERSON et PATRICK, 1978; CLOUGH et PATRICK, 1976; 
Homma et coll., 1979; HARRANGER, 1975; OLD, 1969, 1977; OLD et 
DARBYSHIRE, 1978; OLD et PATRICK, 1976; OLD et ROBERTSON, 1969; 
Ozp et WONG, 1976; WonG et OLD, 1974). 

L'étude d’Amibes isolées et élevées ensuite sur des spores de diffé- 
rentes espèces fongiques (ALABOUVETTE et coll, 1979; ANDERSON 
et PATRICK, 1980; OLD et Oros, 1980; PussarD et coll., 1979) permet 
de démontrer qu'Arachnula impatiens et Vampyrella lateritia créent de 
[larges perforations (6 um de diamètre) dans la paroi, précédées d'une 
érosion annulaire. Thecamoeba granifera laisse des symptômes sous forme 
| de cratères à bords surélevés (PussarD, résultats non publiés). Wampyrella 
[vorax (ANDERSON et PATRICK, 1980), Theratromyxa sp. (OLD et Oros, 
{1980) forment des kystes digestifs et abandonnent ensuite des spores 
[dont louverture présente des perforations de diamètre situé entre 
fo,2 et 1 um. La reconnaissance im situ d’une telle action reste donc 
{sujette à caution. Le diamètre de la perforation est, en effet, comparable 
¡A celui que réalisent les Bactéries. 
| En dehors de ces Amibes « perforantes » pour utiliser la termino- 
[logie de Pussarp, il en existe d'autres que ce même auteur qualifie de 
i« lytiques ». Ces dernières englobent leurs proies dans des vacuoles 
(digestives et rejettent des débris plus ou moins lysés. Nous ne connais- 
‘sons pas d’exemples ultrastructuraux issus d’observations directes. Il 
‘fen reste pas moins que beaucoup d’Amibes de ce type, sont élevées 
sur des levures et la définition de leur action ¿n vitro telle qu'effectuée 
par Bowen et coll. (1979) devrait être entreprise de manière rationnelle 
afn de recueillir des informations utilisables in situ. 

Les Amibes étudiées ci-dessus détruisent donc plus ou moins complè- 
tement les propagules fongiques ingérées ou attaquées. Il n’en est pas tout 
à fait de même de quelques autres (ANDERSON et PATRICK, 1980; OLD 
et Oros, 1980; PussARD, comm. pers.) qui sont aptes à englober un 
certain nombre de spores et à en rejeter plus loin une partie apparemment 
intacte. Des études ultrastructurales devront cependant confirmer 
l'absence de modifications durant le transport. Il n’en reste pas moins 
que ce processus, surtout quand il s’agit de pelotes réunissant plusieurs 
unités de dissémination fongique, aboutit à la création de microhabitats 
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saturés en Champignons. L’effet théoriquement évident d’une telle 
action peut être situé entre deux extrêmes : — développement du 
Champignon si les conditions sont favorables; — développement des 
organismes, surtout Bactéries, aux dépens des organes fongiques dans 
le cas où la germination de ces derniers est inhibée ou devenue impossible 
à la suite du changement de lieu effectué par l’animal. 

Comme nous l’avons déjà dit, selon les données recueillies jusqu'ici, 
les Amibes n’interviennent, dans le schéma général de la biodégradation 
que tardivement et essentiellement sur la matière organique vivan:-. 
Cette dernière issue des recyclages secondaires fait alors partie des corps 
bactériens ou fongiques. Suivant les documents réunis par TOUTAIN 
(documents communiqués pour la Réunion du G. P. L. F.), il semblerait 
qu’un certain type d'érosion de la cuticule foliaire soit également l’œuvre 
des Amibes. Les images ultrastructurales obtenues montrent, dans ce 
cas, des altérations superficielles des feuilles mortes de la litière. 

L'hypothèse de travail retenue actuellement admet l’existence d’Amibes 
aptes à se nourrir directement de produits végétaux déjà profondément 
transformés. Il ne faut pas cependant oublier que les zones sous-cvti- 
culaires sont très riches en microorganismes et l’érosion observée 
pourrait correspondre alors, non pas à un choix trophique, mais à la 
recherche des corps bactériens ou fongiques. Un cas similaire a déjà 
été observé chez certains Enchytraeides qui prélèvent la fraction cellu- 
losique des limbes morts (REISINGER et KILBERTUS, 1980; REISINGER 
et TOUTAI, résultats non publiés) donc les espaces entre les nervures, | 
mais n’en digèrent apparemment que les microorganismes qui la colo- | 


nisent. q 


3. CONCLUSIONS 


L'étude des relations fines, entre la matière organique morte d’origine: 
végétale et les êtres telluriques, entre les différents types de micro- 
organismes, entre ces derniers et la faune n'est qu’à ses débuts. Effectuée 
à l’aide des microscopes électroniques, elle aboutit généralement à des 
données qualitatives. Celles-la une fois bien établies, les limites des 
processus parfaitement définies, donnent lieu à des travaux quantita 
qui se prêtent alors presque toujours aux applications pratiques. Nous 
pouvons ainsi citer la reconnaissance de l’effet protecteur des argiles; 
in situ, qui sont maintenant utilisés pour le maintien du potentiel infi z 
tieux des Champignons entomopathogènes. L’enrobage par du matéri 
phylliteux protège ainsi la propagule fongique contre l’invasion 
térienne ou la prédation amibienne (REISINGER et FARGUES, 1976 
REISINGER et coll., 1977 b). a 

Si le rôle des Bactéries ou Champignons dans divers mécan! 
telluriques a pu être défini, au moins ponctuellement, comme les pP 
bilités d'applications pratiques en apportent les preuves, il n’en est I 
de même de effet des Amibes dans les différents microhabitats. L'act 
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Í Jde ces organismes a été étudiée surtout par des phytopathologistes ou 
microbiologistes ignorant au début la systématique et la biologie de ces 
Protistes. Malgré un certain nombre de « faux départ» ou erreurs 
mineures, les données recueillies autorisent une première analyse sur 
lle rôle des Amibes dans les écosystèmes terrestres (sols et litiéres). 


| Nous pouvons ainsi retenir : 


| 1) Une action de dissémination des propagules fongiques. Cette action 
{est semblable à celle reconnue (REISINGER, 1972, 1978) pour certains 
éléments mycophages ou détriticoles de la faune (Collemboles, Acariens). 
Elle consiste à ingérer des cellules de Champignons, en digérer une 
fraction et rejeter ensuite plus loin des loges vivantes capables de germer 
dans des conditions favorables. Cette dissémination trophique (REI- 
SINGER, 1972) est complétée chez la mésofaune par une dissémination 
| mécanique due aux spores adhérant à la surface de l’animal. Ce dernier 
[type de transport n’a pas été encore montré, à notre connaissance, 
chez les Protistes. 


| 2) La création de microhabitats « homogènes » enrichis en Cham- 
pignons par dépôt des pelotes contenant des propagules fongiques 
[vivantes ou mortes. Cette action est semblable à celle réalisée par des 
{éléments de la microfaune. Il faudrait cependant préciser comme cela 
la été fait pour un modèle Acarien-Champignon (REISINGER, 1978) 
‘les altérations que subissent les propagules fongiques durant leur transit 
¡dans les vacuoles digestives. 


3) Le contrôle du potentiel d’inoculum des Champignons telluriques 
par perforations donc par destruction du contenu cytoplasmique des 
organes végétatifs, de résistance ou de dissémination. Des données 
sapplémentaires doivent être obtenues sur les conditions de fonctionne- 
ment locales, sur la spécificité Amibe-Champignons, sur le choix tro- 
¡phique de la part du Protozoaire. Il serait également nécessaire de 
| vérifier la digestibilité du Champignon choisi par Amibe. On connaît, 
en effet, des « erreurs » où le choix trophique d'un Acarien ne corres- 
pond pas toujours à un besoin alimentaire indispensable pour son déve- 
loppement. 


4) Le contrôle du développement des populations bactériennes par 
ingestion directe. Il s’agit là d’une action dont les effets sont mal connus. 
On sait que la multiplication des Amibes dans un sol n’aboutit pas à une 
diminution du nombre total des Bactéries, mais reste à savoir si celles 
que l’on a dénombrées sont les mêmes qu'avant l’intervention amibienne 
ou si elles représentent une nouvelle population envahissant « le vide » 
laissé par le Protiste. Là encore, la spécificité Amibe-Bactéries doit être 
définie pour comprendre le processus général. 


En conclusion, nous devons donc admettre que l’action des Amibes 
dans les écosystèmes terrestres n’est que partiellement connue. Elle 
semble cependant comparable à celle déjà plus étudiée des éléments 
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de la mésofaune. L’hypothèse de travail de TOUTAIN, acceptant Pexis- 
tence d’Amibes capables de se nourrir aux dépens de la matière organique 
morte, pourrait apporter des données supplémentaires pour soutenir 
cette similitude. Il reste cependant certain que ces Protozoaires jouent 
un rôle plus grand qu'initialement prévu dans les microhabitats que nous 
étudions. Ils participent au maintien de ce subtil équilibre d’homogénéi- 
sation et de mélange qui caractérise, dans la nature, les premières étapes 
de la biodégradation. 

De nombreux travaux seront nécessaires pour reconnaître leur impact 
réel, pour définir les conditions de leur activité et peut-être les utili 
plus tard pour les besoins sans cesse croissants de l'Homme. 


V. — OBSERVATIONS SUR L'ACTIVITÉ PROBABLE 
DES THÉCAMŒBIENS DANS L'ALTÉRATION CUTICULAIRE 
DES LITIERES FORESTIÈRES 


Le róle des Amibes dans les équilibres entre microorganismes est 
connu depuis longtemps, en particulier leur rôle régulateur vis-à-is 
des populations de procaryotes. Depuis quelques années, des études 
nouvelles ont montré que certains de ces Protozoaires pouvaient être 
mycophages (OLD et PATRICK, 1976; MANGENOT et REISINGER, 1977; 
OLD, 1977 et 1978; PUSSARD, 1979). 

Dans les litières des humus et aussi dans les sols humifères, milieux 
favorables au développement des Bactéries et des Champignons 
(Mix SRENG, 1977; PROTH, 1978), on peut rencontrer une grande quan- 
tité d’Amibes et une activité, plus ou moins intense, selon les conditions 
du milieu, dé ces Protozoaires. Les observations micromorphologicues 
faites sur les lames d'humus (humus naturels imprégnés dans de la 
résine et observés par transparence, au microscope, sur des coupes de: 
l’ordre de 20 y d’épaisseur), permettent de constater la présence, surtout 
dans les litières des milieux moder, de nombreuses thèques de Théca”: 
meebiens. 3 

Les observations que nous avons faites concernent surtout des humus; 
de hétraie. Les feuilles de Hétre, au moment de leur chute sur le sol, 
présentent une cuticule légérement mamelonnée, mais dont la surface 
reste trés lisse. Or, dans certaines stations (nos observations ont été 
faites en milieu mull calcaire et en milieu moder), on constate que 
au-delà d’un an de séjour sur le sol, la surface de la cuticule présenté 
souvent de nombreuses plages d'érosion qui rendent cette surface iff® 
gulière et cela, jusque sur le rebord même des ouvertures stomatiqu 

Ces plages d'érosion sont de deux types : — elles peuvent présent 
des contours circulaires légèrement échancrés ou des limites en arcs 
cercle disposés parallèlement les uns aux autres; le diamètre de 
plages d’érosion est de l’ordre d’une dizaine de microns et la profonde 
de l’ordre du micron, le fond de ces plages d’érosion se situant dans # 
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one sous-cuticulaire; — l’autre type correspondant à ces figures d’alté- 
ration est plus rare (sa présence n’excluant d’ailleurs pas la morphologie 

écédente dans le voisinage). A l’intérieur d'empreintes circulaires 
d’une dizaine de microns, s’observent des alvéoles régulièrement dis- 
posées. L’examen détaillé des bords de ces zones d’érosion semble révéler 
une dissolution progressive plutôt qu’une ablation mécanique brutale. 

Près de ces plages présentant une discontinuité de surface, on ren- 
contre bien souvent des thèques de Thécamæbiens et il est rare d’observer 
ces thèques sans qu'il y ait dans le voisinage de telles figures d'érosion 
(nous ne voyons pas de thèques sur les feuilles de nos stations ayant 
séjourné moins d’un an sur le terrain). Il est possible qu’il y ait une 
relation étroite entre ces plages d’érosion cuticulaire et la présence des 
Amibes (Thécamæbiens); aussi, nous nous proposons de vérifier expé- 
rimentalement la responsabilité de ces organismes dans l'apparition de 
ces symptômes d’altération superficielle; nous pouvons supposer en effet 
| que ces Protozoaires se nourrissent directement aux dépens de substances 
cuticulaires préalablement modifiées ou, comme semblent indiquer 
certaines de nos observations faites en microscopie électronique, qu’ils 
recherchent les microorganismes abondants dans les assises superfi- 
cielles des feuilles mortes. Quelle qu’en soit l’origine, une telle activité 
vis-à-vis des cuticules foliaires, pourtant très résistantes à la biodégra- 
dation, est pleine de conséquences sur l’altération des litières. 


É 


VI. — AMIBES MYCOPHAGES DU SOL: 


E 

| Les spores et les hyphes d’un grand nombre de Champignons peuvent 
{servir de nourriture pour les Amibes du sol (OLD et DARBYSHIRE, 1978). 
[Ce phénomène est très étudié depuis quelques années, après qu'il a été 
montré (OLD, 1977; ANDERSON et PATRICK, 1978) que les perforations 
remarquables des cellules fongiques (OLD, 1977) sont les résultats 
{d'attaques d’Amibes. Dans ce bref article, l’auteur étudie les espèces 
{d’Amibes isolées de sols d'Écosse et d’Australie et décrit les dégâts 
¡causés aux loges fongiques. 


Arachnula impatiens Cienk. 


Cette espéce est le plus facilement isolée du sol en utilisant la technique 
décrite par OLD (1977). L’organisme-piége le plus convenable à cet 
usage est Cochliobolus sativus. Les parois pigmentées sont perforées de 
grands trous mesurant jusqu’à 6 um de diamètre, facilement visibles 
au microscope photonique. La perforation fait suite à l’érosion d’une 
dépression annulaire dans l’enveloppe sporale. Une portion circulaire 
de la paroi est enlevée, permettant à Amibe de pénétrer et de lyser 
le contenu de la spore. Ce processus a été décrit en détail par OLD (1978) 
et la biologie et la taxinomie de Amibe ont été étudiées par OLD et 
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DARBYSHIRE (1980). Cette Amibe est commune et de répartition mo: - 
diale. Des recherches récentes effectuées en Australie ont montré qu’elie 
est présente dans les sols forestiers, aussi bien à Est qu’à l’Ouest du 
continent (OLD et Oros, 1980) et dans les terres à Blé du Sud. Lors 
de l’examen de vingt-cinq sols de l’île de Tasmanie, les symptômes 
caractéristiques de perforation des spores par A. impatiens furent observés 
pour tous les sols représentant une large variation d’altitude et de type 
de végétation (Oros, données non publiées). 


Theratromyxa sp. 


Pendant la recherche dA. impatiens dans les sols australiens, une 
seconde espéce d’Amibe mycophage a été trouvée (OLD et Oros, 1980). 
Il s’agit d’un membre du gente Theratromyxa, morphologiquement très 
comparable à l’espèce nématophage T. weberi. Cependant, les spores 
fongiques constituent une proie convenable pour cette espéce myco- 
phage et jusqu’à présent les souches obtenues n’ont pas attaqué les 
Nématodes. Le mécanisme d’alimentation de Theratromyxa sp. est tout 
à fait différent de celui PA. impatiens. Les spores sont entourées par 
PAmibe qui forme un kyste digestif. La paroi sporale est pericrée 
de nombreux petits trous d’environ 0,5; um ou moins de diamètre 
(Orp et Oros, 1980). Après un certain temps, jusqu’à 5 Amibes filles” 
émergent du kyste et de nouvelles spores sont attaquées. Les propagules 
fongiques lysées restent à l’intérieur du kyste qui finalement disparaît. 
L’Amibe forme aussi des kystes secondaires, à paroi épaisse, souvent 
dans des vieux kystes digestifs. Ils permettent la survie de l’Amibe 
dans des conditions défavorables de l’environnement. Theratromyxa' 
a été isolé à partir de.9 des 25 sols forestiers examinés en Australie. 


« Mayorella » sp. 


Récemment un certain nombre de cultures d’une Amibe ressemblant | 
au genre Mayorella ont été obtenues par la technique habituelle d'isolez2 
ment. ANDERSON et PATRICK (1980) ont rapporté que les membres} 
de ce genre attaquent et tuent des Amibes vampyrelloides mycophagess 
en culture et qu’elles sont apparemment mycophages elles-mêmes} 
Les Amibes se déplacent rapidement sur les milieux en ingérant les” 
conidies de C. sativus et peuvent accumuler plusieurs spores à ’intérieuty 
de leur membrane cellulaire. Certaines propagules sont simpiemenés 
transportées, puis rejetées, d’autres restent à l’intérieur des Amibes 
pendant de nombreuses heures avant d’être expulsées à Pétat 1 
Des kystes digestifs ne sont pas formés. Des observations ultériel 
de ces cultures sont nécessaires avant que nous puissions être certas 
que ces Amibes sont mycophages, bien que jusqu’à présent nos travau% 
s’accordent avec ceux d’ANDERSON et PATRICK (1980). a 

Ces observations et d’autres pour des Thécamæbiens se nourn 
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| sur des zoospores de Pythium ultimum (DRECHSLER, 1936), pour un membre 
des Hartmannellidae s’alimentant aux dépens des zoospores de Phyto- 
bihora cinnamomi (PALZER, comm. pers.) et pour un Thecamoeba sp. 
utilisant les conidies et les hyphes de Fusarium (PussARD et coll., 1979), 
| plus le travail d’ANDERSON et PATRICK (1978, 1980), avec deux espèces 
de Vampyrella et un Theratromyxa sp., similaire à l’espèce discutée 
| ci-dessus, conduisent toutes à la conclusion que, dans les sols humides, 
f les Amibes mycophages pourraient jouer un rôle important dans la lyse 
des propagules fongiques (OLD et PATRICK, 1979). Il sera nécessaire 
de comparer les cultures et d’étudier la taxinomie de ces espèces ami- 
biennes. Beaucoup de ces observations ont été faites par des myco- 
logues et phytopathologistes qui travaillaient en dehors de leur propre 
domaine de compétence. 


CONCLUSIONS GÉNÉRALES 


Des exposés précédents, il ressort que bactériologistes et mycologues 
s'accordent pour reconnaître aux Protozoaires un double rôle : 


1) Stimulation des processus de décomposition de la matière organique 
Let plus généralement des processus de libération d’éléments nutritifs 
| utilisables par les producteurs primaires; 

2) Régulation du niveau des populations bactériennes et fongiques 
utiles (Rhizobium, Champignons entomopathogénes) ou nuisibles 
(espèces phytopathogènes). 

En outre, quelques indices suggèrent l’éventualité d’une stimulation 
decte des producteurs primaires eux-mêmes (végétaux supérieurs, 
Algues) et d’une intervention dans l’alimentation de certains Métazoaires 
(Vers de terre). 

Il faut bien reconnaître toutefois que les travaux les plus récents 
mont guère contribué à modifier les notions acquises dès la première 
moitié de ce siècle. Une telle stagnation pourrait provenir d’une approche. 
trop globale des problèmes. Il conviendrait de considérer non plus la 
totalité des Protozoaires, mais des espèces ou des groupes d’espèces 
constituant des unités fonctionnelles, en rapport avec les divers éléments 
b. stiques ou abiotiques du milieu. Par ailleurs, il serait sans doute 
nécessaire d'examiner le comportement des Protozoaires à l’échelle 
de Pagrégat qui constitue l’unité fondamentale de la structure du sol. 

Les recherches sur les Protozoaires du sol ne pourront se développer 
que dans le cadre de vastes programmes interdisciplinaires, bénéficiant 
du concours d’agronomes, de pédologues, de bactériologistes, de myco- 
logues et de zoologistes. Au niveau de la protozoologie, la participation 
de spécialistes des différents groupes de Protozoaires est également 
indispensable en raison de la grande diversité de ces organismes sur le 
Fin biologique et méthodologique. C'est ainsi qu’en fonction des 
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techniques d’étude, les Amibes nues sont beaucoup plus proches des 
Champignons que des Thécamæbiens. 

S'il est devenu facile d'interpréter un grand ncmbre de données et 
d'étudier par simulation leur accord plus ou moins étroit aveclesmodèles, 
l'acquisition des données elles-mêmes demeure la difficulté principale de 
ce type de recherche. Pour accroître les performances des investigations, 
il convient de réaliser un effort particulier dans le domaine des tech- 
niques. Mais il faut souligner que cela implique une connaissance de la 
physiologie et de la taxinomie des Protozoaires que nous ne posséde: s 
pas toujours. Un tel retard est la conséquence directe du peu d'intérét 
porté à ces problèmes et des très faibles moyens qui leur ont été consacrés 
à échelle mondiale pendant les dernières décennies. 


Discussion 
M. DE JONCKHEERE. — Comment évalue-t-on la proportion des kystes et “es 
trophozoites d’Amibes ? 
M. Pussarp. — L'évaluation de la population active se fait par la méthode à | 


Pacide chlorhydrique ou par la méthode à la congélation qui supposent que seuls : 
‘sont détruits les trophozoites. Le procédé à la congélation donnerait de bons résultats à 
avec les Acrasiées. Tout le problème est de dénombrer une catégorie particulière - 
de Protozoaires. y 


PS 


NE 


M. DE Purrorac. — On ne réalise pas assez, me semble-t-il, en ce domaine, la 
conjonction de deux difficultés : d’une part, le Monde que représente les Protistes | 
et que l’on voudrait pouvoir appréhender par une seule technique ou un petit nombre. 
de techniques et, d'autre part, l’hétérogénéité et l’instabilité des conditions d= vie 3 
dans les sols. = 


M. Pussarp. — Il faut bien considérer que, jusqu’à présent, ce sont des micro- | 
biologistes qui se sont occupés des Protozoaires du sol. En fait, chaque spécialiste 4 
n’a trouvé que l'organisme auquel il s'intéressait. E 


M. Grass£. — Je retrouve aujourd’hui un problème que j'ai vu naître avec má 
amis soviétiques, ALEXEIEFF notamment. Les progrès réalisés ont été très faible 
mais nous comprenons pourquoi. Le sol n’est pas une unité. Dans une forêt équatog 
riale, il y a une mosaïque de microsols. Comment étudier les Protozoaires du sol dansi 
un tel damier? On peut remarquer d’ailleurs que les Protozoaires du sol ne semblent 
pas avoir eu une évolution particulière. Pensez, au contraire, aux Acariens de 
milieux interstitiels, par exemple. Le sol est si instable que les Protozoaires n - 
pas eu la possibilité d’amorcer une évolution. Pouvez-vous citer les Protozoa 
adaptés au sol? 


M. Pussarp. — Les Rhizopodes me paraissent adaptés à ce milieu, par leur 2 
boïsme d’origine. 
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